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Seite 
Die quantitative Bestimmung des Porphobilinogens im Harn 
213 von Kranken mit sogenannter akuter Porphyrie 
Von 
299 Bo Vahlquist 
Mit 2 Figuren im Text 
235 
. (Aus der Medizinischen Klinik der Universitit Upsala) 
245 (Der Schriftleitung zugegangen am 6. April 1939) 
251 


Die Rotfairbung des Harnes auf Zusatz des Ehrlich schen 
| Aldehydreagenses (p-Dimethylaminobenzaldehyd salzsaurer 
253 Lisung) wird gewohnilich als ,,Urobilinogenreaktion“ (bzw. Aldehyd- 
reaktion) bezeichnet. Sie ist nicht nur fiir die qualitative, sondern 
auch fiir die quantitative Bestimmung des Harnurobilinogens ver- 
~ 9¢g fe wendet worden. Die Reaktion ist aber nicht spezifisch in dem 
Sinne, daB sie nur von Urobilinogen verursacht wird. Mit diesem 
Reagens bilden vielmehr eine ganze Reihe von Substanzen ge- 
firbte Verbindungen. Die meisten unter ihnen haben eine EKigen- 
schaft gemeinsam: sie sind Pyrrolderivate und gewéhnlich solche 
mit einer freien a@-Stellung. LKinige dieser Substanzen kommen 
6. im Harn physiologischerweise vor und es ist auch schon mehr- 
= fach hervorgehoben worden, dab die Rotfirbung beim Versetzen 
einer Harnprobe mit dem Ehrlichschen Aldehydreagens (hier 
P. d. a. genannt) auch durch andere Stoffe als Urobilinogen hervor- 


gerufen werden kann. 

Waldenstrém!) hat nachgewiesen, dab eine groBe Anzahl 
nm, ( ‘ou Harnproben, die von gesunden Personen erhalten werden, mit 
yom P. d.a. (in der Kilte!) eine geringe Rotfirbung geben. Diese 
ichtig- wird wohl gewéhnlich als durch Spuren von Urobilinogen ver- 
ais ursacht gedeutet. Bei der spektroskopischen Untersuchung zeigt 
taste es sich aber, daB dies keineswegs der Fall ist. Das Konden- 
stick sationsprodukt des Urobilinogens hat eine breite Absorptions- 


ound bande 570—550, die hier erwihnte Substanz hat 2 Banden 590 
hungen bis 565 und 545—530. 

Scheff?) studierte die Ursache der ,,Aldehydreaktion in der 
* fort. Warme“ niher. Es entsteht dabei eine stark rote Verbindung 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 15 
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mit einer scharfen Absorptionsbande (511—501). Die sie yep. 
ursachende Substanz ist ein physiologischer Harnbestandteil, y,), 
Urobilinogen ganz verschieden. 

Der erste Forscher, der in einem Falle von akuter Pv. 
phyrie eine starke Rotfirbung des Harnes bei der Aldehyd. 
reaktion gefunden hat, die offenbar nicht durch Urobilinogen be. 
dingt war, ist Paula Sachs *). Waldenstrém 4) hat in mebrerey 
Arbeiten diese von ihm ,,Chromogen* genannte Substanz studiert, 
ihre wichtigsten Kigenschaften festgestellt und nachgewiesen, dat 
sie bei der ,,akuten Porphyrie“ konstant im Harn vorkommt. Die 
wichtigste Charakterisierungsméglichkeit dieses ,,Chromogens* ist 
das Spektrum seines Kondensationsproduktes mit P. d.a. Ks ist 
2 bandig: 570—550 und 530—515. 

Die niheren Kigenschaften des ,,Chromogens“ (Porphobilinogen 
und sein Verhaltnis zu dem Uroporphyrin und ,roten Pigment” 
(Porphobilin) werden in einer Arbeit von Waldenstrém und 
Vahlquist*) niher untersucht. Um die Bedeutung des Porpho- 
bilinogens und die Verhiltnisse, die seine Ausscheidung bestimmen 
zu studieren, muBte zuerst cine quantitative Bestimmungsmethode 
geschaffen werden. Es wird im folgenden eine solche geschildert, 
die eine einfache Bestimmung mit Hilfe des Stufenphotometers 
gestattet. 

Nétige Reagentien. Ehrlichs Aldehydreagens, hergestellt 
durch die Lésung von 20 ¢ )p-Dimethylaminobenzaldehyd in 
500 com konzentrierter HCl (spez. Gew. 1,19) und danach Ver- 
diinnen mit 500 ccm aq. dest. 

Apparatur. Stufenphotometer (Zeiss) mit Filter 855 und 
Kiivetten von 1 und 2 cm Schichtdicke. 


Porphobilinogenbestimmung in gereinigten Losungen 

Die Reindarstellung des Porphobilinogens ist bis jetzt nicht 
gelungen. Weitgehend gereinigte Liésungen kénnen aber 
Waldenstrém [}), 8. 61] folgendermaBen bereitet werden: 

Der frisch gelassene Harn wird mit Eisessig gegen Lackmus 
deutlich sauer gemacht (etwa 1°/, Essigsiéure). Der Harn wirl 
danach in Réhren (Linge 60 cm, Diameter 2,5 cm, Hohe det 
Adsorptionssiule 10 cm) auf Aluminium oxydatum anhydricum 
puriss. Merck chromatographiert. Nach abgeschlossener Adsor}- 
tion werden die porphobilinogenhaltigen Schichten abgetrentt, 
dann erst mit Wasser gewaschen und danach mit etwa 1°/,igell 
Ammoniak mehrfach eluiert. Das Eluat wird dann wieder 
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essigsauer gemacht und — wenn Verdacht auf Beimischung von 
Urobilinogen vorliegt — mit Ather extrahiert. Danach erneute 
Adsorption, Waschen, Elution. Die Waschwasser und die ersten 
Ammoniakeluate werden verworfen. 

Kine so gereinigte Porphobilinogenlésung ist farblos, enthialt 
wahrscheinlich keine gréBeren Mengen von organischer Substanz 
auger Porphobilinogen, aber viel Elektrolyte. 

Bei der Kondensation des Porphobilinogens mit dem P. d. a. 
yird eine stark rote Substanz gebildet mit 2 Banden 570—550 
stark) und 5380—515 (schwacher). Unter den Standardfiltern des 
Stufenphotometers ist S55 das giinstigste (vgl. Tab. I). 


Tabelle I 
| 48 | 47 | 50 | 583 | 55 | 57 | 61 
0,06 0,04 | 0,53 | 0,89 | 0,97 | 0,56 | 0,08 


In gewissen besonders angegebenen Versuchen wurde bei der 
Anfertigung der Eichkurven S53 verwendet. Die Absorption ist 
in diesem Gebiet nur unbedeutend schwiicher und die Farben- 
gleichheit immer noch gut. Die Relation K.55/E.53 ist, unabhingig 
der Konzentration, konstant (vgl. Tab. IJ) und E53 1J&Bt sich so 
in E55 umwandeln. 


Tabelle II 
Porphobilinogenlésung . unverd. 1:2]1:4]1:8 [1:16]1:32]1:64 
Extinktion in | 853 + 0,891 | 0,506 | 0,269 | 0,145 | 0,076 | 0,045 | 0,026 
S55. «0,974 0,552 | 0,298 | 0,161 | 0,087 | 0,049 | 0,029 
$55,953 = | 1,09 [1,09 |1,09 |1,11 |1,14 |1,09 | 1,12 


Bei der Ausfiihrung einer Bestimmung wurde die porpho- 
Inlinogenhaltige Fliissigkeit mit der gleichen Menge P. d. a. ver- 


| setzt. Diese Relation zwischen Lisung und Reagens gibt die 


kriiftigste, das Farbmaximum sehr schnell erreichende Farb- 


entwicklung (vgl. Tab. ITT). 


Tabelle III 


F com Porphobilinogenlésung | 1 4 5 6 7 
cem Ehrlichreagens. . . . 4 3 2 1 
Extinktion. 0,35 | 0,67 0,95 05 | 1,05 | 0,96 | 0,76 


Das Farbmaximum wird dabei unter allen Umstiinden inner- 


_ halb 1 Minute erreicht und iindert sich in der folgenden Minute 
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nicht meBbar. Wihrend dieser Zeit wird die Ablesung yw. 
genommen. Die Farbintensitiit nimmt spiter ab, aber erst nac 
3—5 Minuten ist die Abnahme der Extinktion deutlich. 


Ext 
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Porphobilinogenbestimmung in gereinigter Lésung 


Mit reinen Porphobilinogenlésungen von drei verschiedenen 
Porphyrikern wurde eine Eichkurve gewonnen, die oben repro- 
duziert wird (Fig. 1). (Die Bezeichnung der Fille ist dieselbe wie 
diejenige in der Arbeit von Waldenstrém und Vahlquist: 
Studies on the quantitative excretion of porphobilinogen in cases 
with socalled acute porphyria, Acta Med. Scand. 1939, im Er- 
scheinen). Wie man sieht, entspricht das Verhaltnis zwischen 
Porphobilinogengehalt und Extinktion des mit P. d. a. gebildeten 
gefiirbten Produktes nicht einer geraden Linie, aber in verdiinnten 
Lésungen scheint die Abweichung vom Lambert-Beer schev 
Gesetz relativ klein zu sein. Es ist somit ersichtlich, dai die 
Messungen am besten in verdiinnten Lisungen ausgefiihrt werde. 
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Da es bis jetzt unméglich war das Porphobilinogen in reiner 


| Form abzuscheiden, laBt sich das Absorptionsverhiltnis nicht be- 
' stimmen. Daher haben wir auch keine Méglichkeit, absolute 
- Werte bei unseren Bestimmungen zu erhalten. Als relatives MaB 
' yurde die ,,Porphobilinogeneinheit* gewihlt. Damit wird hier 
' die Konzentration einer Lésung gemeint, die beim Versetzen mit 


1,09 


| P.d.a. (gleiche Teile) ein EH = ——— = 0,545 zeigt. Sie hat dabei 


2 


 dieselbe Extinktion wie eine 1 mg-°/,ige Urobilinogenlésung im 
maximalen Extinktionsgebiet (Abs.-Verhiltnis nach Heilmeyer®) 

= 0,92 x 107°, di. h. C = 0,92-E mg-9/,. Wenn C = 1 ist 
mit gleichen Teilen Reagens verdiinnt). 


1 


ogg = 1,09) unter den gleichen Versuchsverhiltnissen (d. h. 


Methodik um den Porphobilinogengehalt einer gereinigten 


| Lisung zu bestimmen: 


4 ccm der Porphobilinogenlésung + 4 ccm Aldehydreagens. 


' Ablesung in 1 oder 2 cm-Kiivette nach 1 Minute mit Filter S55. 
_ Vergleichslésung .4 ccm Wasser + 4 ccm Aldehydreagens. (Das 
- Reagens zeigt eine gelbe Farbe mit einer Lichtabsorption im Blau, 
_ aber ohne nennenswerte Absorption im Spektralbereich um 550.) 


Berechnung. Aus der Kichkurve wird direkt der der Ex- 


tuktion entsprechende Wert in ,,Porphobilinogeneinheiten“ ab- 
gelesen. 


Porphobilinogenbestimmung im Harn 
Da das Porphobilinogen sich nicht durch einfache Extraktion 


wit Ather oder anderen organischen Lisungsmitteln abtrennen 
_ laBt und man die fiir die Herstellung der gereinigten Lisungen 
_ benutzte chromatographische Analyse nicht fiir eine quantitative 
Bestimmung verwenden kann, muB eine solche direkt im Harn 
yorgenommen werden. 


Wenn man den Harn eines akuten Porphyrikers stehen 


j labt, dunkelt er gewéhnlich sehr rasch nach. Waldenstrém 
uid Vahlquist*) haben gezeigt, daB diese Reaktion nur bei 
 saurer Reaktion eintritt. Sie beruht auf einem Ubergang des 


Porphobilinogens in Porphobilin und Porphyrin und _bedeutet 


 somit einen Porphobilinogenverlust. Wenn eine Harnprobe nicht 
' sofort untersucht werden kann, soll man sie unter allen Um- 
_ Stinden alkalisch machen und danach im Hisschrank aufbewahren. 


Um dem durch etwaige Anwesenheit von Urobilinogen be- 


(ingten Fehler zu entgehen, sollte der zu analysierende Harn 
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zuerst auf Anwesenheit von Urobilin gepriift werden (Schlesinger; 
Reaktion nach Zusatz von Jod). Dadurch liBt sich am einfachstey 
entscheiden, inwieweit die Rotfirbung auf Zusatz des P. da, 
auch durch Urobilinogen verursacht sein kann. Wenn die Prob 
stark positiv ist, sollte der Harn unbedingt vor Anstellen de 
Aldehydreaktion durch Atherextraktion bei essigsaurer Reaktioy 
(1 Teil Harn 2 Teile Ather) urobilinogenfrei gemacht werden. |) 
den bis jetzt von uns zur quantitativen Bestimmung verwendetey 
Proben ist aber die Urobilinogenabsorption so klein gewesen im 
Vergleich zu der sehr starken Porphobilinogenabsorption, da der 
durch das Urobilinogen bedingte Fehler unbedeutend war. 

Wenn ein Normalharn mit einer gereinigten Porphobilinogen- 
lésung versetzt und danach die Aldehydreaktion ausgefiihrt wird 
ist die dabei entstehende Farbe mehr rétlich als die mehr blau. 
rote Farbe einer gereinigten Porphobilinogenlésung unter ‘hnlichen 
Bedingungen. Dabei wird die Extinktion bei S55 wesentlich nied. 
riger als erwartet. Das Spektrum zeigt aber die zwei charakte- 
ristischen Absorptionsbanden. Die Erklirung dieser Abweichungen 
diirfte folgende sein: Wenn ein normaler Harn mit P.d.a. vyer- 
setzt wird, gibt er konstant eine stark gelbe Farbe und zeigt 
eine intensive Absorption im blauen Teil des Spektrums. Diese 
Farbe ist durch die Anwesenheit des Harnstoffes bedingt, was u. a. 
daraus hervorgeht, reine Harnstofflésungen dieselbe Gel)- 
firbung geben, daB der Harn nach der Vergiérung des Harnstoties 
nicht mehr diese Farbe gibt, und daB die Intensitit der gelben 
Farbe (gemessen im Stufenphotometer bei S43) dem Harnstofi- 
gehalt des Harnes mit der Ureasemethode bestimmt gut propor- 
tional ist*). Der Harnstoffgehalt gibt aber nicht nur eine Veriinde- 
rung der roten Farbe einer Porphobilinogenlésung durch Zu- 
mischung einer gelben Farbe. Sie bedingt auch eine Hemmung 
des Reaktionsverlaufes. In einer gereinigten Porphobilinogenlisung 
sank z. B. die Extinktion von 0,293 auf 0,233 E nach Zusatz vou 
1°/, Harnstoff. Mit abnehmender U*-Konzentration nimmt die 
Hemmung natiirlich ab. 

Der im Harn vorhandene Harnstoff vermag aber die Dis 
krepanz zwischen dem berechneten und dem gefundenen Wert, 
wenn Porphobilinogenlésungen von bekannter Konzentration zum 
Harn gefiigt werden, nicht véllig zu erkliren. Welche Faktoren 


*) Versuche, diese Farbreaktion zu einer quantitativen Bestimmung: 
methode des Harnstoffes auszubauen, sind im Gange. Vgl. hierzu H.K. Barren- 
scheen, Biochem. Z. 140, 427 (1928). 
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es sind, die diese weitere Hemmung bedingen, ist nicht vollig klar —, 
méglicherweise kann es sich um einen Aldehydeffekt handeln, so 
wie er ZB, beim Formaldehyd bekannt ist (vgl. Tab. IV). 


Tabelle IV 


|, Original-porphobilinogen- 

jésung 1,35 Porphobilinogen-Einheiten 

Mit 0,5°/, Formaldehydzusatz 

nach Minute 0,45 Porphobilinogen-Einheiten 

Mit 0,5°/, Formaldehydzusatz 

nach 2'/, Minuten 0,22 Porphobilinogen-Einheiten 

Mit 0,5°/, Formaldehydzusatz 

nach 5 Minuten . 0,13 Porphobilinogen-Einheiten 

Mit 0,5°/) Formaldehydzusatz 

nach 40 Minuten . 0,13 Porphobilinogen-Einheiten = 90°, Hemmung 


3, Mit 0,1°/, Formaldehydzusatz 
nach 40 Minuten . 0,27 Porphobilinogen-Einheiten = 80°/, Hemmung 


4, Mit 0,025°/, Formaldehydzusatz 
nach 40 Minuten . 1,10 Porphobilinogen-Einheiten = 18,5°/, Hemmung. 


bo 


In den meisten bis jetzt untersuchten Porphyrinharnen war 
der Porphobilinogengehalt so hoch, daB es schon aus diesem 
Grund notwendig war, den Harn vor Ausfiihrung quantitativer 
Bestimmungen zu verdiinnen. Es zeigt sich dabei, dab die Hem- 
mungswirkung des Harnstofies sowie diejenige der unbekannten 
Faktoren sich verhiltnismiBig weniger stark im verdiinnten Harn 
geltend macht. Aus diesem Grund sollte der Harn vor der Be- 
stimmung so weit es mit Riicksicht auf den berechneten Porpho- 
bilinogengehalt irgendwie méglich ist, verdiinnt werden. Es ist 
gewohnlich am giinstigsten, den Harn auf ein spezifisches Gewicht 
von 1,00025 zu bringen. Dies bedeutet bei einem spezifischen 
Gewicht von beispielsweise 1,015 eine 60fache Verdiinnung (4 x 15). 
Wenn man von zuckerhaltigen Harnproben absieht, wird der Harn- 
stofigehalt der so verdiinnten Probe einigermaSen konstant und 
somit auch die dadurch bedingte Hemmung, die einen Wert von 
4—6°/, erreicht. Die totale Hemmung variiert etwas mehr, aber 
Messungen an einer Anzahl normaler Harnproben haben gezeigt, 
dab sie sich innerhalb der Grenzen 6—14°/, bewegt. Wenn man 
also zu dem in der Kichkurve gefundenen Wert eine Hemmungs- 
korrektur von 10°/, legt, wird der so erhaltene Wert wahrschein- 
lich nicht mehr als + 4°/, vom Wirklichen abweichen. Die Kor- 
rektur halt sich innerhalb des fiir die Messung giinstigen Gebietes 
konstant. 
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Arbeitsgang bei einer quantitativen Porphobilinogenbestimmung im Harp 


1. a) Schlesingerreaktion nach Zusatz von Jod. b) Bei posi. 
tivem Ausfall der Urobilinreaktion wird der mit EKisessig schwacl; 
angesiuerte Harn mit Ather extrahiert (1 Teil Harn + 2 eile 
Ather) vor der weiteren Behandlung. 

2. Klirung (durch Zentrifugieren oder Filtrieren) des Harnes, 

3. Messung der Kigenabsorption des Harnes mit Filter S55, 

4, Messung des spezifischen Gewichtes (soll natiirlich an einer 
nicht angesduerten Probe ausgefiihrt werden). 

5, Verdiinnung des Harnes auf 1,00025. 
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1 Porphobilinogenbestimmung in gereinigter Lésung 
Porphobilinogen in Harn (1 korr, 10°%/,) 


6. 4 ccm des so verdiinnten Harnes werden mit 4 ccm des 
Ehrlichschen Aldehydreagenses versetzt. Ablesung in einer 2 ci- 
Ktivette (event. 1 oder 0,5 cm) nach 1 Minute mit Filter S 59. 
In der Vergleichskiivette 4 com aq. + 4 ccm P.d.a. (Die relativ 
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starke HCl-Konzentration des Reagenses bedingt in der Zeit vor 
der Ablesung keine meBbare Zunahme der Lichtabsorption des 
yerdiinnten Harnes.) 

Berechnung 


Nach Korrektur fiir die Eigenabsorption erhalt man aus dem 
Wert der Extinktion, die der verdiinnte Harn nach Versetzen 
mit gleichen Teilen Ehrlichs Aldehydreagens zeigt, direkt aus 
der Kichkurve in Fig. 2 (korrigiert fiir 10°/, Hemmung) den Por- 
phobilinogengehalt. Nach Multiplizieren mit der Verdiinnungszahl 
‘= 4mal die letzten Zahlen im spezitischen Gewicht des Original- 
harns) erhalt man so den Porphobilinogengehalt der unverdiinnten 
Harnproben in ,,Porphobilinogeneinheiten“ ausgedriickt. 


Zusammenfassung 


Kis wird eine stufenphotometrische Methode beschrieben, die 
ee quantitative Bestimmung des im Harn des sogenannten 
,akuten Porphyrikers“ konstant ausgeschiedenen Porphobilinogens 
ermoéglicht. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller-Foun- 
dation ausgefihrt. 
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Uber Oestronsulfat, ein physiologisches Ausscheidungsprodukt 
des Follikelhormons 


Von 
Adolf Butenandt und Heinrich Hofstetter 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1939) 


Wahrend die Konstitution der zur Gruppe der Steroide 
gehérenden Hormone der Keimdriisen und der Nebenniere gut 
bekannt ist, weiB man iiber das Verhalten dieser Wirkstoffe in 
Stoffwechsel bisher auBerordentlich wenig. Wir sind weder iiber 
den Chemismus ihrer Entstehung, noch iiber die stoffwechsel- 
physiologischen Beziehungen niher unterrichtet, die zwischen den 
zum Teil nahe miteinander verwandten Hormonen bestehen; auch 
iiber die Art ihres Transportes im Organismus und iiber den 
Mechanismus ibrer Wirkung hat man noch keine sicher begriin- 
deten Vorstellungen. Bei einigen Steroiden hat man durch 
Arbeiten der letzten Jahre lediglich iiber die Form ihrer Aus- 
scheidung im Harn niahere Kenntnis erlangt. 

Ks kann als sicher erwiesen gelten, da das Corpus luteun- 
Hormon Progesteron als physiologisch unwirksame Pregnan- 
diolglucuronsaure?)und das Oestriol als Oestriol-glucuron- 
siure’) im Harn ausgeschieden werden; beide Glucuronide sind 
in krystallisierter Form aus Schwangerenharn isoliert worden. 
Auch fiir die mannlichen Wirkstoffe Androsteron und Dehydro- 
androsteron wird angenommen, daB sie sich als Glucuronide 


1) E. M. Venning u. J. 8. L. Browne, Proce. Soe. exper. Biol. a. Med. 
(Am.) 34, 792 (1936); Amer. J. Physiol. 119, 417 (1937); J. of Biol. Chem. 119, 


473 (1987); Endocrinology (Am.) 21, 711 (1937). — A.D. Odell u. G.F. 
Marrian, Biochemic. J. 30, 1533 (1936). — D. Beall, Biochemie. J. 31, 
35 (1937). 


§. L. Cohen u. G. F. Marrian, Biochemic. J. 30, 57 (1936). — 
S. L. Cohen, G. F. Marrian u. A. D. Odell, Biochemic. J. 80, 2250 (1936). 


| 
+ 
I 
(2 
B 
; | 


rodukt 


teroide 
ore gut 
offe im 
ar iiber 
rechsel- 
ren den 
1; auch 
er den 
begriin- 

durch 
r Aus- 


luteun- 
nan- 
de sind 
worden. 
hy dro- 
nronide 


.a, Med. 
em. 119, 
u. GF. 
ie. J 


1936). — 


0 (1936). 


Oestronsulfat, ein physiologisches Ausscheidungsprodukt usw. 9298 


im Harn vorfinden, wenn eine Isolierung dieser Ausscheidungs- 
formen auch bisher nicht erfolgt ist). 

Die wasserlésliche Form, in der Oestron im Schwangeren- 
harn und im Harn trichtiger Stuten vorliegt, war bis vor kurzem 
nicht niher bekannt. Aus sehr miihsamen und sorgfiltigen 
Arbeiten von G. F. Marrian‘) und seinen Mitarbeitern 1iBt sich 
aber der SchluB ziehen, daB das Oestron sehr wahrscheinlich in 
Form seines Schwefelsiure-esters (1) zur Ausscheidung kommt: 
Schachter und Marrian®) konnten 1936 aus dem Butanol- 
extrakt vom Harn trichtiger Stuten eine wasserlésliche Oestron- 
fraktion isolieren, die eine positive Reaktion auf SO,-Ionen 
lieferte und einen Oestrongehalt von etwa 40°/, aufwies, und 
wihrend der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit erschien eine 
weitere Mitteilung von denselben Autoren®), nach der es ihnen 
bei der Fraktionierang des Harns einer trachtigen Stute gelungen 
ist, einige Milligramme eines krystallisierten Kaliumsalzes zu ge- 
winnen, das nach seinem Oestron- und Schwefelsiuregehalt im 
wesentlichen aus dem Kaliumsalz des Oestronsulfates (I) 
bestehen diirfte. 


O O 
CH, | CH, | 
| 
| I | 
HO-0,8-0~ no 


Da Schwefelsiure-ester von Phenolen im allgemeinen leicht 
zuginglich sind, haben wir versucht, auf synthetischem Wege 
den Schwefelsiiure-ester des Oestrons zu bereiten, um iiber die 


_ Ejigenschaften dieser Verbindung eingehende Auskunft zu erhalten. 


Nachdem diese Versuche zur Darstellung des Oestronsulfates zum 


D. H. Peterson, W.H. Hoskins, J. R. Coffman u. F.C. Koch, 
Proc. Amer. Soe. Biol. Chem. 82, XCIII (1938); F.C. Koch, Harvey Lect. 
(Am.), 1937—1988, 227. — E. Dingemanse, H.Borchardt u. E.Laqueur, 
Schweiz. med. Wsehr. 67, 670 (1937). — Vgl. auch Me Cullagh u. Osborn, 
J. of Biol. Chem. 126, 299 (1988). 

‘) G. F. Marrian, ,,The Conjugated Estrogens“, Cold Spring Harbor 
Symp. on Quant. Biol. V, 16 (1987); s. a. Erg. d. Vitamin- u. Hormonforschg. 
Bd. 1, 441, Leipzig 1938. 

*) B. Schachter u. G. F. Marrian, Proc. Soe. exper. Biol. a Med. (Am.) 
39, 222 (1936). 

*) B. Schachter u. G. F. Marrian, J. of. Biol. Chem. 126, 663 (1938). 
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gewinschten Erfolg gefiihrt hatten, haben wir, gestiitzt auf die 
Kenntnis der Kigenschaften des reinen Esters, einige vergleichende 
Versuche iiber das Verhalten der im Schwangeren- und Stutep. 
harn vorliegenden Ausscheidungsform des Oestrons angestellt. 


Darstellung und Eigenschaften 
des Natriumsalzes der Oestronschwefelsaure 


Die Veresterung von Oestron mit Schwefelsiure gelingt oline 
Schwierigkeit, wenn man Oestron in einem Gemisch von wasser. 
freiem Pyridin und Chloroform mit Chlorsulfonsaure unsetzt, 
Das nach Ltigigem Stehen der Reaktionslisung bei etwa 20! 
zu erhaltende Rohprodukt kann durch Behandlung mit Ather zum 
Erstarren gebracht und aus Methanol nach dem Neutralisierey 
mit methyalkoholischer Natronlauge in krystallisierter Form ak 
Natriumsalz zur Ausscheidung gebracht werden. 

Das Natriumsalz der Oestronschwefelsiure kann durch Un- 
fallen aus Methanol mit Ather gereinigt und in farblosen Nadel 
erhalten werden, die bei 228—230° schmelzen und eine optische 
Drehung [@?": + 110° zeigen. Im Mikroschmelzpunktsapparat 


nach Kofler bleiben die Krystalle bis 200° unverindert, ver- 


wittern oberhalb 200° allmihlich und beginnen ab 220° zu sinter. § 


Bei 228° verliuft die Sinterung so schnell, daB sie bei makro- 


skopischer Beobachtung als Schmelzvorgang erscheint; im Mikro- 
skop erkennt man, daB neben der Sinterung eine Neubildung von | 
Krystallen erfolgt, die aus dem bei der Hitzezersetzung trei } 
werdenden Oestron bestehen. Das Natriumsalz des Oestron- 


sulfates krystallisiert mit 1 Mol Krystallwasser und zerfallt daher 
beim Erhitzen leicht in Oestron und Natriumbisulfat. Derselbe 
Zersetzungsvorgang tritt auch bereits beim kurzen Erwiirmen des 
Natriumsalzes in organischeu Lésungsmitteln ein; in dieser leichten 
Zersetzlichkeit liegt die wesentliche Schwierigkeit zur Reindar- 
stellung des Oestronsulfates aus natiirlichem Ausgangsmaterial 
begriindet. 

Auch die Haltbarkeit des krystallisierten oestronschwetel- 
sauren Natriums ist beschrinkt; es zersetzt sich nach mehrtigigem 
Stehen an der Luft, was leicht daran zu erkennen ist, daB sich 
eine Probe der Substanz in Wasser nicht mehr klar lést. Be 
Aufbewahrung im Exsiccator wird die Zersetzung merklich vel- 
zogert. In Lésungen ist die Bestindigkeit des Natriumsalzes 
stark vom p,, des Lésungsmittels abhingig, sowie von dess¢l 
Fahigkeit H-Ionen abzufangen. In saurer wiBriger Lésung 
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in der Kilte langsame, in der Hitze schnelle Spaltung des Esters 
ein; da sich bei der Zersetzung H-Ionen bilden, wird auch eine 
einma! begonnene Spaltung in neutraler Liésung autokalytisch 
beschleunigt. Aus diesem Grunde spielt die Pufferung der Lisung 
eine groBe Rolle fiir ihre Haltbarkeit. 


Das Natriumsalz der Oestronschwefelsiure ist léslich in 
Wasser, Methanol, Athanol, Butanol, Aceton und Pyridin, weniger 
lislich in Essigester und Chloroform, unldéslich in Ather und 
Petrolither. Aus wiBriger Liésung kann man es daher nicht 
mit Lipoid-Lésungsmitteln, wohl aber mit Butanol ausschiitteln; 
der Butanollésung lat es sich mit Natronlauge nicht wieder ent- 
ziehen. Diese Kigenschaften kénnen bei der Darstellung der 
Oestronschwefelsiure aus natiirlichem Material weitgehend Ver- 


wendung finden. 


Die Esternatur des Oestronsulfates 


1. Die Spaltbarkeit durch Phenolsulfatase: Die groBe 
Empfindlichkeit gegentiber Siiuren weist schon darauf hin, dab 
es sich bei dem Umsetzungsprodukt des Oestrons mit Chlorsulfon- 
siure und Pyridin um einen Ester handelt. Der besondere 
Charakter des Oestronsulfates als Phenol-schwefelsiureester tritt 
durch sein Verhalten gegeniiber dem Enzym Phenolsulfatase 
deutlich in Erscheinung. Dieses spezifisch auf Phenol-schwefel- 
siureester als Substrat eingestellte Enzym‘), das wir in Form 
des aus Aspergillus orycae gewonnenen Priparates Takadiastase 
verwendeten, vermag erwartungsgemif in neutraler, mit Barium- 
carbonat gepufferter Lésung die Spaltung des oestronschwefel- 
sauren Natriums stark zu beschleunigen. Bei 37° waren nach 


| l6stiindiger Kinwirkung des Enzyms fast 90°/, des Oestron- 
sulfates verseift, wiihrend in einem Vergleichsversuch ohne Enzym 
sich nur etwa 10°/, des Esters zersetzt hatten. Daraus folgt, 


daB das vorliegende Oestronderivat als Substrat fiir die Phenol- 


 sulfatase dienen kann und somit nach seiner Natur einen Phenol- 
schwefelsiiureester darstellt. 


_ 2 Absorptionsverhalten im Ultraviolett: DaB in dem 
Umsetzungsprodukt von Oestron mit Chlorsulfonsiiure die pheno- 


| lische Hydroxylgruppe des Oestrons verestert ist, folgt auch aus 
_ dem Absorptionsspektrum der Verbindung 


im Ultraviolett. 


) Vgl. Cl. Fromageot, Erg. Enzymforsch. Bd. 7, 50: Leipzig 1988. 
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W.John®) hat darauf hingewiesen, daB das Ultraviolett-Absorp. 
tionsspektrum des Oestrons durch Veresterung der Hydroxy). 
gruppe in fiir Phenole charakteristischer Weise verindert wird. 


7 

' 

} 
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Fig. 1 


Ultraviolettabsorption 


1 x——x Oestron (in Alkohol) nach W. John§®) 
2 O---O Oestronacetat (in Alkohol) nach W. John§®) 

Bo | Oestronschwefelsaures Natrium (in Methanol) 


M J, 
log em 
(M = Mol.-Gew.; ¢ = Konzentration in g/Liter; d= Schichtdicke in cm) 


in Fig. 1 sind die Spektren des Oestrons(1) und seines Acetates? — 
wiedergegeben®), der Vergleich der beiden Kurvenziige mit du § . 


8) W. John, Diese Z. 250, 18 (1937). 

Die hier nach W. John angegebenen Werte fiir die Absorption 
des Oestrons und seines Acetats im Ultraviolett stellen zugleich cit 
Korrektur der frither [Diese Z. 191, 143 (1930) u. 208, 131 (1932)] von unserer 
Arbeitsgruppe fiir Oestron veréffentlichten Daten dar. Der Anstieg de 
Absorption im Gebiet unter 259 mu ist entgegen der in Diese Z. 208, 1°! 
(1982) geaiuBerten Auffassung reell. Die Messungen am Oestronsulfat und 
an der Oestronsulfonsiure wurden von Herrn Dr. Dannenberg an unsere! & 
Institut vorgenommen. 
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Absorptionsspektrum (3) der neu dargestellten Oestronschwefelsiure 
zeigt, daB letztere sich in ihrer Ultraviolett-absorption dem Oestron- 
' acetat iihnlich verhilt, also das fiir einen Oestron-ester zu 
 erwartende Verhalten zeigt. 


Darstellung anderer Salze der Oestronschwefelsiure 


Wegen der groBen Zersetzlichkeit des Oestronsulfates ist es 


- nicht méglich gewesen, den freien Ester zu bereiten; wir haben 


uns daher darauf beschriinkt, ihn durch weitere Derivate zu 


| charakterisieren, und versucht, Salze aufzufinden, die sich fir 
seine Abscheidung und Kennzeichnung besonders eignen. 


Aus den Ansitzen zur Darstellung der Oestronschwetelsdiure 
krystallisiert zuweilen vor dem Neutralisieren mit methylalkoho- 


| lischer Natronlauge das Pyridinsalz der Oestronschwefelsiure 


aus. Ks ist in Wasser ebenso léslich wie das Natriumsalz, in 


' Methanol dagegen merklich schwerer. Es kann daher aus Methanol 
_ unkrystallisiert werden und wird so in Nadeln vom Schmelz- 
- punkt 173—-175° und einer optischen Drehung von [@]}?’: + 84,1° 
erhalten. Im Gegensatz zum Natriumsalz enthilt das Pyridinsalz 


kein Krystallwasser. 
Das Bariumsalz der Oestronschwefelsiure liBt sich aus 


 -0,2°),iger Lésung von oestronschwefelsaurem Natrium mit iiber- 
| schiissiger gesittigter Bariumchloridlésung in Form eines amor- 
_ phen, flockigen Niederschlages fillen. Die Ausfillung liBt sich 
durch Aussalzen der Lisung vervollstiindigen, und da das Barium- 
_ salz in Butanol leicht léslich ist, kann seine Darstellung bei der 


Fraktionierung von Harn mit Erfolg verwendet werden. 
Die Suche nach in Wasser schwer léslichen Verbindungen 


 tilrte uns zur Fallung der Oestronschwefelsiure mit Alkaloiden. 
| Strychnin, Bruecin, Codein, Chinin, Chinidin, Cinchonin und Cin- 
_chonidin bilden mit Oestronschwefelsiure in Wasser ziemlich 
_ schwer lésliche Salze, jedoch war die Fallung in keinem Falle 
| (uantitativ, und die Krystallisationsfihigkeit der Salze ist zumeist 
/ hur gering. Eine Ausnahme machte in dieser Hinsicht das 
| Chinidinsalz, das durch Umkrystallisieren aus verdiinntem 
stieg det Methanol oder verdiinntem Aceton in Form gut ausgepriigter 
_ Nadeln erhalten werden konnte; leider wird seine Krystallisations- 


lihigkeit jedoch durch geringe Verunreinigungen stark herab- 


F gesetzt. Nach der Analyse und nach der Oestrongehaltsbestim- 
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mung mit Hilfe der colorimetrischen Methode nach Kober 
enthalt das bei 167—170° schmelzende Chinidinsalz 3 Mol Krystal}. 
wasser. Im Gegensatz zu den anderen Salzen der Oestronschwefel. 
siiure sind die Alkaloidsalze bestiindig. Sie zersetzen sich hej 
langerem Stehen an der Luft nicht; darin liegt eine govwisg 
praparativ verwertbare Bedeutung. 


Semicarbazon des oestronschwefelsauren Natriums 


Die Bestindigkeit des oestronschwefelsauren Natriums wir 
ebenfalls durch seine Uberfiihrung in das Semicarbazon sely 


gesteigert, das in Alkohol wenig, in Wasser mifig loslich ist. 


zersetzt sich bei 258—260° und wird aus wiiBriger Lésung dure 
Bariumchlorid als amorphes Bariumsalz gefiallt, das ay 
Methanol in Form feiner Prismen krystallisiert, die sich oberhal) 
von 270° unter Braunfirbung allmihlich zersetzen. 


Uber die physiologische Wirksamkeit des Oestronsulfates 


Die physiologische Wirksamkeit des Schwefelsiure-esters ist 
mit der des freien Hormons nicht vergleichbar, denn die Ver- 
esterung des Oestrons mit Schwefelsiure ruft eine starke Ver- 
minderung seiner oestrogenen Wirksamkeit hervor. In 
Allen-Doisy-Test an der kastrierten Maus ist das Natriun- 
salz des Oestronsulfates erst mit einer Dosis von 10 y will 
wirksam, d. h. daB das in der Verbindung enthaltene Oestron noc 
nicht 2°/, der ihm in freiem Zustand eigenen Aktivitiat entfaltet 
Die Art der Verabreichung ist auf die physiologische Wirksamke' 
ohne nennenswerten Kinflu8; nach Injektion in dliger Lésung, 


Ringerlésung oder bei oraler Gabe in Stirkelésung wurden etwi f 


die gleichen Wirksamkeitsgrenzen ermittelt. 


Die physiologische Wirksamkeit des Chinidinsalzes is f 
nach subcutaner Injektion in 6liger Lésung von der gleichei 


GréBenordnung wie die des Natriumsalzes. Das Pyridinsal 


ruft in éliger Lésung bereits nach Injektion von 1 y eine positive f 
Brunstreaktion hervor; bei subcutaner Injektion in Ringerlisuyg 


ist die doppelte und bei oraler Verabfolgung etwa die 3fache 


Menge des Pyridinsalzes zur Auslésung desselben Effekte: 


1°) §. Kober, Biochemic. J. 32, 357 (1988). — Durch vergleichente 
Messungen mit Oestron und Oestronsulfat wurde gezeigt, daB die colorimt § 
trische Bestimmung des Oestrons nach Kober grundsitzlich auch fiir dt f 
direkte Bestimmung des Oestronsulfates verwendbar ist. Vgl. Dissertatiod f 


H. Hofstetter, Berlin 1939 (im Druck). 
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notwendig. Die héhere Wirksamkeit des Pyridinsalzes ist méglicher- 
weise durch seine leichtere Zersetzlichkeit zu Oestron bedingt. 
Eine protrahierte Wirksamkeit haben wir am Oestronsulfat und 
an seinen Derivaten nicht beobachtet. 

Aus den Auswertungsergebnissen geht hervor, dab 
sich der Schwefelsiure-ester des Oestrons anders verhilt 
als die Ester dieses Hormons mit niederen Fettsiuren, 
die haufig in ihrer Wirkung das freie Oestron iibertreften und 
durch eine stark protrahierte Wirksamkeit ausgezeichnet sind). 
Worauf die geringe Aktivitit des Oestronsulfates beruht, und 
welche physiologische Bedeutung ihr zukommt, mu8 durch weitere 
Versuche geklart werden. 


Uber Oestronsulfonsaure 


Bei Versuchen zur Darstellung der freien Oestronschwefelsiiure wurde 
noch eine zweite Schwefelsiiure-Verbindung des Oestrons erhalten, die mit 
dem beschriebenen Ester isomer ist. Es handelt sich um eine Oestron- 
sulfonsiure, die eine Sulfonsiuregruppe neben der Hydroxylgruppe im 
aromatischen Kern enthalten und dem Formeltyp (II) entsprechen diirfte. 

Die einfachste Darstellung der Oestron-sulfonsiiure besteht in der Ein- 
wirkung von Chlorsulfonsiiure auf eine Lésung von Oestron in Chloroform- 
Tetrachlorkohlenstoff unter AusschluB von Pyridin; ein Zusatz yon wenig 
Ather begiinstigt die Reaktion, da er das Auftreten von Triibungen und 
tiefroter Fiirbungen weitgehend vermeidet. 

Die Oestronsulfonsiiure ist in Wasser, Alkohol und Aceton leicht, in 
KEssigester miBig und als freie Siure in Ather wenig ldslich; sie bildet 
feine, Krystallwasser enthaltende Drusen, die sich aus Essigester-letrolither 
umfillen lassen und um 210° unter Zers. schmelzen. Das beim Schmelzen 
unter Entwicklung von Wasserdampf und Schwefeldioxyd entstehende rote 
Zersetzungsprodukt erinnert in seinem Verhalten an den bei der colori- 
metrischen Oestronbestimmung nach Kober") auftretenden Farbstoff. 

Die Struktur der Oestronsulfonsiure geht aus folgenden Eigen- 
schaften hervor: 

1. Im Gegensatz zum Schwefelsiure-ester ist sie sowohl gegen alkalische 
wie saure Hydrolyse bestiindig. 2. Das in Fig. 2 wiedergegebene Ultra- 
violett-Absorptionsspektrum (4) der Sulfonsiure zeigt einen Verlauf, der 
dem Spektrum (1) des freien Oestrons ahnlich ist. Daraus ist im Vergleich 
zum spektralen Verhalten der Ester (Fig. 1) zu schlieBen, daB die phenolische 
Hydroxylgruppe frei ist. 3. Durch Einwirkung von iiberschiissigem Diazo- 
methan in dtherischer Lésung gelingt es, sowohl die phenolische Hydroxyl- 


) A. Butenandt, Diese Z. 193, 140 (1930); K. Miescher, C. Scholz 
u. E. Tschopp, Biochemie. J. 32, 141 (1988). 
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gruppe als auch die Sulfonsiiuregruppe zu methylieren. Das Dimethy]- 
derivat der Oestronsulfonsdure_ krystallisiert aus Methanol in 
gliinzenden rhombischen, krystallwasserfreien Blittchen, die nach dem | 
— wate bei 197° wieder erstarren und bei 207° schmelzen. 
= 
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Im Allen-Doisy-Test an der kastrierten Maus vermag die Oestro), 
sulfonsiure mit einer Dosis von 400 y in 6liger Lésung noch keine Brung. 
reaktion auszulésen, ihre Dimethylverbindung war mit 120 y wirkungslos 
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Fig. 2. Ultraviolettabsorption 
1 o—-—-o Oestron (in Alkohol) nach W. John) 
4x——x Oestronsulfonsiure (in Methanol) 
ced J 


(M = Mol.-Gew.; e¢= Konzentration in g/Liter; d= Schichtdicke in em) 


Oestronsulfat als Ausscheidungsform des Oestrons 
im Schwangerenharn und im Harn trachtiger Stuten 


Nachdem wir die Eigenschaften des Oestron-schwefelsiiure: 
esters kennen gelernt hatten, haben wir einige Versuche iiber di 
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 Verhalten der wasserléslichen Oestronfraktion im Schwangeren- 
‘harn und im Harn triachtiger Stuten angestellt. Hine voll- 
stindige Reindarstellung der Oestronschwefelsiure aus Harn ist 
uns nicht gegliickt, und nach dem Erscheinen der oben zitierten 


Arbeit von Marrian und Schachter’) haben wir die Versuche 


‘nach dieser Richtung hin nicht fortgesetzt. Uber die bisher vor- 
liegenden Erfahrungen sei das Folgende mitgeteilt}*): 


Zur Anreicherung der im Harn vorliegenden Oestron- 


‘{raktion verwendeten wir vor allem folgende Kigenschaften des 

| Oestronsulfates: 1. seine Léslichkeit in Butanol, auch in Gegen- 

/ wart von Alkalilauge, 2. seine Léslichkeit in Aceton, die eine 

| leichte Trennung von Pregnandiol-glucuronsiiure erméglicht, 3. seine 
Unlislichkeit in Ather und 4. seine oben niiher beschriebene 
Fillbarkeit mit Alkaloiden und Bariumchlorid. 


In allen auf dieser Basis durchgefiihrten Versuchsreihen, wie 


/auch bei der Anwendung chromatographischer Adsorptionen an 
| Aluminiumoxyd verhielt sich das wasserlisliche Oestronderivat 


des Schwangeren- und des Stutenharnes wie Oestronsulfat; es 


'wurde stets in den Fraktionen angereichert, in denen es nach 
den Eigenschaften der synthetisch dargestellten Verbindung er- 
_wartet werden muBte. In allen Fraktionen wurde es zunichst 
vou dem Schwefelsiiure-ester des Indoxyls begleitet, der er- 
wartungsgemaB der Oestronschwefelsiiure in vielen EKigenschaften 
iihnlich ist; er konnte schlieBlich auf Grund seiner gréBeren 
Lislichkeit in organischen Liésungsmitteln vom Oestronsulfat ge- 
_trennt werden. 


Die von uns bereiteten Endprodukte der Stutenharn-Auf- 


awheitung stellten farblose Fallungen dar, die 34—50°/, Oestron, 
cutsprechend einem Oestronsulfatgehalt von 50—75°/, enthielten. 


Wahrscheinlich liegen in ihnen Gemische von Schwefelsiure-estern 


_verschiedener oestrogener Wirkstoffe vor. 


Aus den vorstehend geschilderten Erfahrungen ist in Uberein- 


summung mit den umfangreichen Arbeiten von G. F. Marrian 
uid seinen Mitarbeitern am Stutenharn der Schluf zu ziehen, 
(a8 das Oestron im Stuten- und Schwangerenharn im 
Wesentlichen als Sulfat zur Ausscheidung gelangt. 


) Ausfiihrliche Angaben finden sich in der Dissertation von H. Hof- 


| Stetter, Berlin 1939 (im Druck). 
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Beschreibung der Versuche 


Darstellung des oestronschwefelsauren Natriums. Die Lis, § 


von 570 mg Oestron in 10 cem trockenem Pyridin wird mit 20 cen 


trockenem Chloroform vyerdiinnt und mit einer Lésung von 0,16 coy § 


Chlorsulfonsiure in 10 cem Chloroform, die unter Kiihlung mit 5 cem 
Pyridin versetzt worden ist, vermischt und 1 Tag bei Zimmertemperaty 
stehen gelassen; dabei gehen die sich zunichst ausscheidenden Krystall 
von Pyridinsalzen wieder in Lésung. Die schwach gelb gefirbte Lisung 
wird im Wasserbad von 40—50° unter dem Vakuum der Wasserstrah|pump: 
eingeengt, bis auch die Hauptmenge des Pyridins entfernt ist. Das zuriick. 
bleibende braunrote Ol wird mit 50 eem trockenem Ather iibergossen und 
1 Tag in den Eisschrank gestellt. Der iiberstehende Ather wird dann 3). 
gegossen, der rétlich-weife Riickstand mit etwas Ather nachgewaschen, 


filtriert und sogleich in 20 cem Methanol gelést. Die methanolische Lisuny § 


wird tropfenweise mit 1n-methylalkoholischer Natronlauge neutralisiert, bi; 


Lackmuspapier eben gebliut wird. Dabei fallen bereits anorganische Salx § 


als flockiger Niederschlag aus; die Lésung wird dann mit 30 cem Athe 
versetzt, gut durchgeschiittelt und filtriert. Der Filter-Riickstand wird mit 


einem Gemisch von Ather-Methanol 2:1 nachgewaschen und das Filtra 
mit weiteren 300 ccm Ather versetzt. Die Liésung triibt sich dabei unte & 


Ausscheidung einer krystallinen Fillung von oestronschwefelsaurem Natrium. 
Nach 1tiigigem Stehen im Eisschrank wird die Rohfallung von der nunmehr 


klaren Lésung abfiltriert und im Vakuumexsiccator iiber konzentrierte 
Schwefelsiiure getrocknet. Ausbeute 662 mg. Zur Reinigung wird wiede f 
in Methanol gelést, die Lésung mit etwas Tierkohle geschiittelt, filtriet F 


und wieder mit Ather gefiillt. Das Natriumsalz der Oestronschwefel- 
siure liegt dann in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 228-—230° (korr.) vor. 
= +4 110°. 
4,231 mg Subst.: 8,540 mg CO,, 2,100 mg H,O. — 5,050 mg Subst. 
3,090 mg BaSQ,. 
- 1 H,O Ber. C 55,40 H5,68  S 8,21 
Gef. ,, 55,07 ., 5,55  ,, 8,40. 


Pyridinsalz der Oestronschwefelsdure. Aus einem Ansatz vou f 
540 mg Oestron und 0,16 eem Chlorsulfonsiure krystallisierten vor 


dem Neutralisieren mit methylalkoholischer Natronlauge 173 mg Pyridin- 
salz der Oestronschwefelsiure aus. Schmelzpunkt nach dem Umkrystalli 
sieren aus Methanol 173—175°. [a}2*° = + 84,1°. 
3,617 mg Subst.: 8,525 mg CO,, 2,080 mg H,O. — 5,798 mg Subst. 
3,090 mg BaSOQ,. 
C,,H,7;0;SN Ber. C 64,31 H 6,34 S 7,46 
Gef. ,, 64,38 », 6,44 » 1,32. 
Fallung des Oestronsulfats mit Alkaloiden. 50 mg oestrou 
schwefelsaures Natrium, gelést in 20 cem Wasser wurden mit einem 
Uberschu8 einer wiBrigen Lésung yon Chininhydrochlorid versetz 
Es fiel ein flockiger Niederschlag von 81,8 mg des Chininsalzes aus, dis 


auch beim Umlésen nicht krystallisierte. Nach dem Umfiillen aus Acetot- 


Ather lag der Schmelzpunkt bei 168—170°. 


40 mg Natrium-Oestronsulfat wurden in 8 cem Wasser gelis 


und mit einer Lésung von 50 mg Chinidinhydrochlorid in 8 cem Wass! 
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schrank bei 37° auf bewahrt. 
 gesetzt, in dem 30 mg oestronschwefelsaures Natrium in 20 cem Wasser 
gelist und mit 100 mg Bariumearbonat versetzt wurden. Die Versuche 
 Wurden je nach 4, 8, 16 Stunden abgebrochen. Nach Beendigung des Ver- 

suchs wurde die Reaktionslésung in 100 cem Aceton eingegossen und nach 
_Mehrstiindigem Stehen in der Kilte von dem Bariumcarbonat und den 
 Ausgefallenen EiweiBstoffen abfiltriert. Die Lésung wurde unter vermindertem 
Druck vorsichtig bis auf 10 cem eingeengt. Dabei schied sich das freie 
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gefillt. Nach dem Abfiltrieren wog die iiber Chlorcalcium getrocknete 

| Fallung 63 mg; das entspricht einer Ausbeute von 85°/, unter Beriick- 
| sichtigung eines Krystallwassergehaltes von 3 Mol Wasser. Nach dem Um- 
_ krystallisieren aus verdiinntem Aceton wurden farblose Nadeln vom 
 Schmelzp. 167—170° erhalten. 


4,708 mg Subst.: 10,805 mg CO,, 2,970 mg H,O. — 3,060 mg Subst.: 


099 com N (25°, 759 mm). 


Ber. C 62,61 H7,19  N 3,84 
Gef. ,, 62,62 ,, 7,06 ,, 3,70. 


Oestronbestimmung: 2,0 mg des Chinidinsalzes wurden in 


50 com Methanol gelést. Mit 0,2 cem und 0,3 cem der Lésung (entsprechend 
107 und 15/7 Substanz) wurde die colorimetrische Oestronbestimmung ") 


durchgefiihrt : 


10 y Subst. enthalten 3,7 7 Oestron (ber. 3,7 y) 
15 ” ” ( ” 5,6 7) 
Fallung des Oestronsulfats mit Bariumchlorid. 10 mg oestron- 


schwefelsaures Natrium, in 5 cem Wasser gelést, wurden mit 0,1 ccm 


gesiittigter Bariumchloridlésung versetzt. Die flockige Fiillung wog 


nach dem Abfiltrieren und Trocknen iiber Calciumchlorid 6,2 mg, d. i. 58°), 
der berechneten Menge. 


Semicarbazon des oestronschwefelsauren Natriums. 115 mg 


_oestronschwefelsaures Natrium wurden in 25ccm absolutem Alkohol 
' gelist, mit einer tiberschiissigen, absolut alkoholischen Lésung von Semi- 


rd wieds @ Carbazidacetat versetzt und 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Nach 


It, filtriert 


Itigigem Stehen hatte sich eine amorphe Fallung gebildet, die abfiltriert 
und mit viel kaltem Alkohol gewaschen wurde; 68,4 mg Semicarbazon 
vom Zersetzungsp. 258—260°. Das Semicarbazon ist ziemlich leicht wasser- 


 léslich und kann aus waBriger Lésung mit Bariumchlorid ausgefillt werden. 


Die amorphe Bariumsalz-Fillung wurde aus der Hiilse mit wenig 
Methanol umkrystallisiert und in farblosen Prismen erhalten, die keinen 
definierbaren Schmelz- oder Zersetzungspunkt zeigen. 

Spaltung des oestronschwefelsauren Natriums. — Mit verdiinnter 


| Sadure: 25 mg oestronschwefelsaures Natrium wurden in 25 ccm 
n/10-Salzsiiure gelést und 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Es bildete 
' sich eine flockige Fallung, die abfiltriert, iiber Chlorcalcium getrocknet und 
_gewogen wurde: 16,3 mg Oestron; Schmelzpunkt nach 1Imaligem Um- 


krystallisieren aus Methanol 252°, Wirksamkeit im Allen-Doisy-Test an 


der Maus: 0,1 7 : 66,6°/,; 0,125 7: 100°/,. 


In neutraler Lésung durch Takadiastase: 30 mg oestron- 


—schwefelsaures Natrium wurden in 10cem Wasser gelést, mit 100 mg 


Barium carbonat versetzt und mit einer Suspension von 30 mg Taka- 
diastase in 10cem Wasser vermischt. Die Mischung wurde in einem Brut- 
Zum Vergleich wurde ein Blindversuch an- 
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Oestron als flockiger Niederschlag ab, Es wurde abfiltriert, mit Was, ff 
gewaschen und nach dem Trocknen in Aceton gelést. Der Riickstand (o,f 


Acetonlésung wurde gewogen. 


Das wiBrige Filtrat wurde mit Salzsiiure auf py 1 gebracht, 1 Stun & 


auf dem Wasserbad erhitzt. Das dabei ausgeschiedene Oestron wurde 4). 
filtriert und wie oben behandelt. 


Versuchs-| O€cstron Oestronsulfat 
Versuch |Natriumsalz d. Taka- 

mg | mg Stunden mg | %, mg + 

1 30,6 | 30,2 4 12,1 | 49 11,6 | 5 

2 33,9 30,0 14,1 | 58 | 102 ¥ 

3 34,4 33,5 16 25,7 | 88 8,5 | 12 

V 27,2 | 0 16 28 | 18 18,6 | 87 


Darstellung der Oestronsulfonsdure. 420 mg Oestron wurden if 
100 cem Chloroform gelést und mit 100 cem Tetrachlorkohlenstof vu. 


diinnt. Dazu wurde eine Liésung von 0,1cem Chlorsulfonsiure j 


10 cem Chloroform und 2cem Ather gegossen. Nach 1/, stiindigen 
Kochen unter Riickflu8 wurde das Lésungsmittel bis auf wenige Kubik F 
zentimeter abdestilliert und der Rest des Lésungsmittels unter verminderten & 
Druck entfernt. Der braunrote Riickstand wurde in méglichst wenig trockenen & 


Essigester gelést. Die stark gefiirbte Loésung wurde mit etwas ‘Tierkohl 
versetzt und nach kurzem Erwiirmen auf dem Wasserbad filtriert. Das nw 


noch schwach gefirbte Filtrat wurde durch allmahlichen Zusatz von Petrol: f 


dither (80—90°) gefillt. Nach 1 maliger Wiederholung der Fiillung aus Essig. 


ester—Petrolither wurden 413 mg einer farblosen, in winzigen Druse 
krystallisierenden Sulfonsiiure vom Schmelzp. 202—203° erhalten; nach f 


wiederholtem Umfiillen stieg der Schmelzpunkt bis auf etwa 210°. 
4,449 mg Subst.: 2,785 mg BaSO,. 
Ber. 8 8,72 Gef. S 8,60. 


Methylierung der Oestronsulfonsdure. 74 mg der Sulfonsiunf 
wurden in 15 ccm Essigester gelist; in die mit 15 eem Ather verdiinnt: f 
Lésung wurde ein Uberschu8 einer itherischen Diazomethan-Lisuy: 
eindestilliert. Nach 1tigigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde dx 
Lésungsmittel abdestilliert und der farblose krystalline Riickstand au § 


Methanol umgelést. Es wurden 46mg der methylierten Verbindung i 


glinzenden rhombischen Blittchen vom Schmelzp. 197° erhalten, die nach F 


wiederholtem Umkrystallisieren aus Methanol nach dem Sintern bei 197 
noch 1 mal erstarren und bei 207° wieder schmelzen. 

4,839 mg Subst.: 11,195 mg CO,, 2,960 mg H,O. — 3,219 mg Subst. 
3,925 mg AgJ. — 4,121 mg Subst.: 2,570 mg BaSQ,. 

C,,H,,0;S Ber. C 63,47 H 6,92 OCH, 16,40 8,46 

Gef. ,, 63,40 ,, 6,87 

Die physiologischen Auswertungen wurden von Fri. D. vy. Dresle! 
und Frl. U. Meinerts durchgefiihrt. — Der Deutschen Forschung* 
gemeinschaft und der Schering A.-G., Berlin, danken wir fiir ihr 
Unterstiitzung. 
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Die Zusammensetzung der Fettsiuren 
eines aus den Oxydationsprodukten von synthetischem Paraffin 
gewonnenen Fettes 
Von 


Friedrich Rennkamp 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1939) 


Im Laufe anderer Untersuchungen iiber Fettresorption und 
Fettstoffwechsel ging dem Institut auch ein nach dem heutigen 
Stande der Oxydations- und Aufarbeitungstechnik aus Fischer- 
Tropsch- Paraffin gewonnenes und mit Glycerin verestertes Fett- 
siuregemisch zu. Die Ermittelung seiner Zusammensetzung war 
das Ziel dieser Arbeit. 

Zur ersten Orientierung erfolgte die Bestimmung der Kenn- 
zahlen. Ks wurden dann auch die einzelnen Fettsiuren durch 
fraktionierte Destillation ihrer Methylester voneinander getrennt 
und die Siuren rein dargestellt. 

Das analysierte Produkt ist ein neutrales, aus T'riglyceriden 
bestehendes Fett, das nur geringe Mengen ungesittigter Fett- 
siuren enthilt. Die Fettsiiuren bestehen aus der ununterbrochenen 
Reihe der normalen gesittigten Fettsiuren. Die niedrigste Saiure 
ist wahrscheinlich die Caprylsiiure (C,), die héchste mit Sicher- 
heit die Behensiure (C,,). Die nicht getrennten Sauren C,,, C,9, Co, 
liegen vermutlich ebenfalls vor. Die geradzahligen und ungerad- 
zahligen Fettsiuren sind praktisch in gleichen Mengen vorhanden. 

Dieses Ergebnis entspricht also den Befunden, die aus 
anderen Untersuchungen ihnlicher technischer Fettsiuregemische 
inzwischen bekannt geworden sind. Diese Bestiitigung solcher 
Befunde zwingt zur Revision ilterer Ansichten, nach denen die 
natiirlichen geradzahligen Fettsiiuren zu einem gréBeren Anteil 
vorhanden sein sollten. Dies ist der Grund, warum ich meine 
Analysen auch heute noch verdffentliche. Bei der Beurteilung 
der Ergebnisse ist natiirlich zu beachten, daB es sich hier um 
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ein in lebhafter Entwicklung befindliches Gebiet handelt, und dai 
weitergehende Schliisse aus den hier veréffentlichten Zahlen nicht 
gezogen werden kénnen. Auch hier wird das Bessere der Fein( 


des Guten sein. 
I. Rohprodukt 


Konsistenz bei Zimmertemperatur fest, Farbe hellgelb, Geruch uni 
Geschmack indifferent. Schmelzp. 27—29°, unscharf. 

Jodzahl') 4,2, Siurezahl 0, Verseifungszahl 231,8 (230,1), Unverseif. 
bares 0,3 °/,*) (Ausgangsmenge 28,60 g Rohprodukt). 


II. Fettséiuren 


Ungefiihr 150 g Rohprodukt, nach Einschmelzen der Gesamtmeng 
entnommen, wurden mit 2 n-methanolischer Kalilauge verseift, das iiber- 
schiissige Methanol im Vakuum so weit abgedampft, bis die K-Salze eben 
auszukrystallisieren begannen und dann (noch warm) 1 Liter frisch desti)- 
lierter Ather zugegeben. Nach Stehen iiber Nacht wurde abgesaugt, der 
Riickstand noch einmal in 1 Liter Ather aufgenommen, geschiittelt und 
abgesaugt. Den vereinigten Athermengen wurden mitgeléste Seifen durch 
Ausschiitteln mit Wasser, den vereinigten wiBrigen Extrakten mitgeléste 
unverseif bare Substanz durch Ausschiitteln mit Ather entzogen. Aus den 
auf diese Weise vom Unverseifbaren befreiten Seifen wurden die Fett- 
siuren durch Ansiuern und Atherextraktion dargestellt [Arbeitsprinzip 
nach Klenk4)}. 

Jodzahl') 4,75, Siiurezahl 241,9, Verseifungszahl 241,3. 


III. Methylester 


103,2 g Fettsiure (Darstellung II.) wurden mit 500 ccm absolute 
Methanol und 50 cem konzentrierter Schwefelsiure 12 Stunden unter Riick- 
fluB verestert, das Reaktionsprodukt in Eiswasser gegossen und daraus mit 
Petrolither extrahiert. Nach Waschen, Trocknen und Vertreiben des Petrol: 
thers erfolgte nochmalige Veresterung in gleicher Weise. Der jetzt er 
haltene Petrolitherextrakt wurde zur Entfernung etwa unveresterter Siure 
mit ungefiéhr 1000 cem n/5-wifriger Carbonatlésung ausgeschiittelt. Petrol- 
iither: neutral Waschen, Trocknen, Abdampfen, Darstellung der Haupt: 
menge Ester. 

Carbonatauszug: Zersetzen mit Salzsiure, Extraktion mit Ather, 
neutral Waschen, Trocknen, Ather Verdampfen, Veresterung mit 200 ccm 
Methanol und 20 cem Schwefelsiiure, Isolierung der auf diese Weise ge- 
wonnenen Ester mit Petrolither und Vereinigung mit der Hauptmenge. 
Ausbeute 104,0 g Ester = 94,3 °/, d. Th. 

Jodzahl') 3,7, Siurezahl 0. 

Hydroxy!zah! 0*)*). 0,3199, 0,4849, 0,5747 g Ester wurden in je 
5,0 cem Pyridin (frisch itiber BaO destilliert) gelést und mit je 5,00 ccm 

*) Bestimmung der Hydroxylzahl wurde an den Estern und nicht 
an den Siuren vorgenommen, um Anhydridbildung von vornherein aus- 
zuschlieBen. Die Verwendung von 5 molarer an Stelle der von Kaufmann 
angegebenen 1—1,5.molaren Acetylchloridlésung ergab sich aus Modell- 
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einer 5 molaren Lésung von Acetylchlorid in Toluol versetzt. Acetylierung 
5 Minuten im Wasserbad bei 60°. Abkiihlen, mit Wasser Versetzen, kurz 
unter Riickflu8 Aufkochen, Abkiihlen. Dann wurde jedes Kélbchen mit 
| je 20,00 cem n/1-methanolischer Kalilauge versetzt und mit n/2-Kalilauge 
| gegen Phenolphthalein auf den Neutralpunkt titriert. 


Verbrauch an n/2-KOH ... 38,94 3,88 3,85 cem 
3 Blindbestimmungen. . . . . 3,78 3,838 3,98 cem 


Hydrierung. Die Gesamtmenge Methylester wurde 2 Stunden mit 


: Palladium-Katalysator unter geringem Erwirmen hydriert. Danach Jod- 
' zahl 0,8. Eine zweite, auf gleiche Weise dargestellte kleinere Probe Ester 


wurde 3 Stunden unter gleichen Bedingungen hydriert. Danach Jodzahl 1,4. 


IV. Auswertung der Kennzahlen 
Aus Siurezahl und Verseifungszahl der Fettsiuren (II.) berechnet sich 


ihr mittleres Molekulargewicht mit 232,19, also etwas oberhalb des Mole- 
kulargewichts der Myristinsiure. 


Aus dem mittleren Molekulargewicht ergibt sich fiir ein Triglycerid: 


 Molekulargewicht 734,62, Verseifungszahl 229,7; entsprechend fiir ein 
 Diglycerid: 520,44 bzw. 215,6; fiir ein Monoglycerid: 306,27 bzw. 183,2. 
' Die im Rohprodukt mit 231,3 (230,1) ermittelte Verseifungszahl gestattet 
- den Schlu8, daB vorwiegend Triglyceride vorgelegen haben, da freie Fett- 
 siuren im Rohprodukt nicht vorhanden sind. 


V. Verbrennungen 
Methylester: °/, O*), ber. fiir Mol.-Gew. 246,22 13,00 


13,24, 18,14 
Fettsiuren: °/, O, ber. fiir Mol.-Gew. 232,19 13,78 

15,07, 15,08 
Rohprodukt: °/, O, ber. fiir Mol.-Gew. 734,62 13,07 

14,03, 14,39 


*) Angegeben als Differenz aus dem C- und H-Gehalt. 


Der Sauerstoffgehalt ist also gegeniiber dem aus (IV.) berechneten 


bei Fettsiuren und Rohprodukt zu hoch. Im Rohprodukt scheidet eine 
Erhéhung durch das Unverseifbare aus (Sauerstoffgehalt des Unverseif- 
baren gef. 6,73 °/,). Diese Befunde lassen sich vielleicht so deuten, 


bei der Paraffinoxydation neben der Hauptmenge Monofettsduren ein kleiner 
Teil anderer sauerstoffreicherer Produkte entstanden ist. Diese Stoffe sind 


_ Wahrscheinlich in Petrolither nicht, oder schwer léslich und dadurch bei 
_ der Darstellung der Methylester durch Extraktion mit Petrolither von diesen 
| getrennt worden. (94,3 °/, Ausbeute bei Darstellung der Methylester, d. h. 
iiber 5,7°, der Fettsiuren sich nichts aussagen.) 


_ bestinmungen der OH-Zahl von Ricinusél, dessen theoretische OH-Zahl 
erst unter diesen Bedingungen mit 162,6 und 162,1 erreicht wurde. Weiter- 
| hin erwies es sich als zweckmiBig, die Zugabe von Acetylchlorid-Toluol 
zur Pyridinlésung unter Eiskiihlung vorzunehmen. 
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VI. Fraktionierte Destillation der Methylester in der von Klenk‘ = 
angegebenen Apparatur Fr 

ti 

Dest.- | Siéure Schmp, 

Frak Ester Badtemp. Vakuum Daner 
tion g 0 mm Hg Min. Gew 0 
la 1,9121 180 12—15 — 154,7 ’ 
1 1,0985 | 180—190 12—15 45 164,0 
2 1,2418 180 —190 12—15 50 168,3 
3 1,1762 180—190 12—15 60 173,2 195 
4 1,0817 180—190 12—15 60 176,1 
5 1,1504 bis 210 12—15 65 177,6 , 
6 1,4383 bis 225 12—15 178,9 
7 1,4375 bis 225 12—15 70 179,8 ; 
8 1,4734 bis 230 12—15 55 184,2 20 
9 1,5488 235 12—15 55 187,6 21—2 
10 1,4394 245 12—15 70 190,6 ¢ 
11 1,4071 um 225 | Schwankung | 55 193,2 F 
12 1,6587 um 225 12—15 55 193,2 ¢ 
13 1,7138 230 12—-15 65 194,8 6 
14 1,7509 235 12—15 65 199,1 ¢ 
15 1,8870 235 12—15 60 201,0 ‘ 
16 1,3611 um 215 Schwankung 60 202,1 ( 
17 1,295 225 60 202,5 
18 0,8996 um 185 70 203,7 
19 0,8276 190 a 70 208,6 - 
20 1,1545 190 70 203,6 
21 1,1290 225 i. 80 204,4 7 
22 1,2453 225 ss 65 204,0 7 
23 1,2089 230 60 205,5 
24 1,2181 um 220 50 206,8 
25 1,3408 215 55 207,4 
26 0,8575 215 65 209,8 
27 1,2125 215 90 210,38 
28 1,1358 215 30 2114 
29 0,9617 230 12-15 45 212.5 40 
30 1,2787 230 12—15 40 212,9 41 8 
31 1,3104 220 Schwankung | _ 60 213,0 39,5 g 
32 1,4091 220 65 215,4 39-40 
33 1,4463 215 60 217,0 8 
34 1,3017 220 60 215,7 
35 1,1506 223 . 50 216,4 8 
36 1,2740 225 “ 50 218,8 g 
37 1,0704 230 45 219,1 
38 1,3028 230 5D 219,38 9 
39 1,3761 230 55 220,1 9 
40 1,4511 2380 224,7 
41 1,1363 215 60 225,0 
42 1,2470 230 aa 65 225,8 9. 
43 1,1628 230 + 65 225,1 9g} 
44 1,2688 230 : 50 226,1 49-50 Bg, 
45 1,2622 220 80 227,9 52-38 
46 1,1391 240 12—15 75 231,7 D1 

47 0,9752 248 12—15 70 231,2 . 
48 1,1000 248 12—15 65 231,8 Sun 
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Frak- Ester Badtemp. Vakuum 
tion g 0 mm Hg Min Gew. 
49 1,2944 248 12—15 65 231,8 
50 1,3686 | 170—180 0,5 85 229,3 
51 1,3700 176 0,5 15 232.5 
52 1,3035 176 0,5 70 233,9 
53 1,5904 180 0,5 15 234,8 
54 1,4678 180 0,5 _ 236,0 
55 1,0649 | 170—180 0,5 70 238,5 
6 1,1712 185 0,5 85 239,1 
51 1,5466 200 0,5 95 241,8 
58 1,1383 200 0,5 80 243,8 
59 1,1496 205 0,5 75 242,7 
60 1,0095 175 kleiner als 55 244,8 
61 0,9350 195 0,5 15 245,6 
62 0,7136 200 0,5 55 246,0 
63 1,0324 205 0,5 95 247,6 
64 0,9791 210 0,5 248.5 
65 0,6435 180 0,001 70 248,3 
66 0,6700 185 0,001 65 248,5 
67 0,8588 185 0,001 45 250,4 
68 0,8173 | 175 kleiner als 40 251,7 
69 0,8110 175 0,001 35 253,4 
70 1,0140 bis 200 0,001 55 2538,5 
71 1,0412 bis 200 0,001 65 257,7 
72 1,0749 205 0,001 80 257,2 
73 1,1063 205 0,001 70 261,6 
74 1,1968 205 0,001 70 263,7 
15 1,0961 205 0,001 75 263,8 
76 1,2541 210 0,001 90 264,1 
17 1,1309 215 0,001 80 268,2 
78 1,1759 215 0,001 85 269,3 
79 1,1746 190 noch mehr | 50 269,9 
80 1,1289 200 verkleinert | 80 272.7 
81 1,1988 205 * 65 276,1 
82 1,1894 210 . 110 277,4 
83 1,5511 210 ¥ 85 280,4 
84 0,7498 205 ne 45 282,7 
85 0,8662 210 - 50 285,6 
86 0,7095 215 _ 55 286,5 
87 0,7835 215 65 
88 0,8587 215 ‘s 60 297,0 
89 0,5398 235 0,001 45 a 
90 0,6147 230 0,001 40 — 
91 0,7161 230 0,001 55 303,9 
92 0,7429 235 0,001 85 308,5 
93 0,7894 235 0,001 60 319,1 
94 0,7157 245 0,001 65 — 
95 0,5934 250 0,001 35 a 
96 0,6225 260 0,001 60 —- 
97 0,5413 265 0,001 45 — 
98 1,3778 0,5 um 341,6 


Summe: 113,4084 
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Fraktion 98 wurde aus einem kleinen einfachen Kélbchen rest|o; 
iibergetrieben. Es verblieb ein tiefbrauner Riickstand von 0,6735 g. 


VII. Darstellung und Identifizierung der reinen Fettsauren. 


Bei der Fraktionierung so geringer Mengen Substanz liegen in de 
Einzelfraktionen ausnahmslos geringe Beimengungen der Nachbarsdure yor, 
Die Schmelzpunkte der Methylester der einzelnen Fraktionen wurden nicht 
bestimmt. Die Ester sind wegen des niedrigeren Schmelzpunktes schwierige; 
zu reinigen, und auBerdem sind bei den Estern der natiirlichen Fettsiurey 
Depressionen viel weniger eindeutig als bei den entsprechenden Sduren [vgl, 
dazu Klenk*)]. Die ersten Anhaltspunkte fiir annihernd einheitliche Frak- 
tionen wurden aus den titrimetrisch ermittelten Aquivalentgewichten ge- 
wonnen. Die nach den Angaben von Klenk’) aus den Estern dargestellten 
Séuren wurden in Einwagen von 0,3—0,6 g mit n/5-methanolischer Kalilauge 
gegen Phenolphthalein titriert. Als Losungsmittel diente Methanol, bei den 
héheren Fraktionen eine Mischung von Methanol-Ather (1:1). Die unter 
VI. angefithrten Aquivalentgewichte stellen Mittelwerte aus 2 oder 3 Be. 
stimmungen dar. Nur in wenigen Fallen war nur 1 Bestimmung miglich. 
Die Ubereinstimmung war befriedigend, wie die folgende Beispiele zeigen. 


18. 0,3462 (2709) g Subst. verbr. 8,496 (6,653) cem Lauge. 
Aquiv.-Gew. 203,74 (203,60) . 

19. 0,2376 (0,2558) g Subst. verbr. 5,848 (6,267) ccm Lauge. 
Aquiv.-Gew. 208,13 (204,08). 

20. 00,3993 (0,2480) (0,2504) g Subst. verbr. 9,828 (6,083) (6,116) ccm 
Lauge. Aquiv.-Gew. 208,14 (203,85) (204,69) . 

_22. 0,3491 (0,4651) g Subst. verbr. 8,563 (11,395) eem Lauge. 

Aquiv.-Gew. 203,84 (204,08) . 

27. 0,4810 (0,2800) g Subst. verbr. 11,437 (6,657) cem Lauge. 
Aquiv.-Gew. 210,29 (210,31). 

34. 0,3963 (0,3070) g Subst. verbr. 9,167 (7,1325) cem Lauge. 
Aquiv.-Gew. 216,15 (215,21). 

39. 0,4173 (0,4529) g Subst. verbr. 9,48 (10,28) cem Lauge. 
Aquiv.-Gew. 220,09 (220,17). 

59. 0,4499 (0,2943) g Subst. verbr. 9,24 (6,08) cem Lauge. 
Aquiv.-Gew. 243,46 (242,02). 

Nach Ermittlung der Aquivalentgewichte wurden von den im Bereich 
einer einheitlichen Siiure liegenden Fraktionen die Schmelzpunkte bestimnt, 
dann durch Vereinigung entsprechender Fraktionen, nochmalige Teildestil. 
lation der wieder veresterten Substanzen oder in manchen Fallen einfaches 
Umkrystallisieren die reinen Siuren dargestellt. Die zu den Verbrennungen 
herangezogenen Ag-Salze wurden folgendermaBen hergestellt: Auflésen der 
Fettsiure (0,25—0,5 g in den meisten Fiillen) in wiBrigem Ammoniak unter 


miBigem Erwirmen, Zugabe von Silbernitrat im UberschuB, Ausfillen der 
im uberschiissigen Ammoniak gelésten Ag-Salze durch vorsichtiges Zugeben 
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yon Salpetersiure bis zum Neutralpunkt. Absaugen, mit Wasser Nachwaschen, 
pis das Waschwasser mit Salzsiiure keine Triibung mehr gibt, Trocknen 
iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum unter Lichtausschlu8. Das véllig wasser- 
freie Salz wird dann in ungefahr 5 ccm trockenem Ather aufgenommen, 
mit dem Glasstab gut verrieben, abgesaugt und iiber Schwefelsiiure vom 
Ather befreit. Die Schmelzpunkte der Ag-Salze wurden nicht bestimmt, da 
sie im Schrifttum noch nicht geniigend festgelegt sind. Es gelang auf diese 
Weise, die Fettsiiuren im Bereich C,, bis C,, und dazu die héchste im 
Gemisch vorliegende Siiure (C,,) in reiner Form zu erfassen. 


Caprinsdure C,,H,,0,. Dargestellt aus Fraktion 3, anfinglich Schmelz- 
punkt 19,5°, Substanz wird in wenig Methanol gelést, durch Zugabe einiger 
Tropfen gesittigter wiBriger Lésung von Lithiumhydroxyd das Li-Salz dar- 
gestellt und nach 2 stiindigem Stehen abgesaugt. Aus dem Li-Salz wird 
durch Ansiiuern mit Salzsiure und Extraktion mit Ather die Siiure wieder- 
gewonnen. Schmelzp.*) 31,5°°), gef. 30°, nach Umkrystallisation aus waBrigem 
Methanol gef. 30°. Durch Unfall ging die Siure zum gré8ten Teil verloren. 
Aus dem Rest, der zur Verbrennung nicht ausreichte, wurde in methanolischer 
Lisung mit Bleiacetat das Pb-Salz dargestellt, Schmelzp. 100,0°’), gef. 98°. 


Undecansiure C,,H,,0,. Die Siuren der Fraktion 8 und 9, anfinglich 
Schmelzp. 20° bzw. 21—22°, werden vereinigt und tiber die Methylester in 
3 Anteile fraktioniert (12—15 mm Hg, Badtemperatur bis 200°). 

3,820 mg Subst.: 10,070 mg CO,, 4,080 mg H,0. 

(,.H,,0. (200,81) Ber. C 71,95 H 12,08 Gef. C 71,94 H 11,95. 


3,880 mg Subst.: 10,245 mg CO,, 4,180 mg H,O. 
(,,H,,0, (200,81) Ber. © 71,95 H 12,08 Gef. C 72,08 H 12,06. 


Aus 8 und 9 II. wird durch Verseifen mit LiOH in Methanol, Aus- 
krystallisieren des Li-Salzes im Eisschrank, Absaugen, Ansiuern, Extraktion 
mit Ather die Siure dargestellt. Schmelzp. 28,5°, gef. 27°, nach Umkrystalli- 
sieren aus wiBrigem 50 °/,igem Aceton gef. 27°. Mischschmelzp. 27°, keine 
Depression. Umwandlungsp. 12,0°%), gef. 11—12°. 


Ag-Salz. 4,620 mg Subst.: 7,620 mg CO,, 3,060 mg H,O, 1,695 mg Ag. 
C,,Hy,0.Ag (298,16) Ber. C 45,06 H 7,22 Ag 36,80 
Gef. ,, 45,01 ,, 7,41 ,, 36,69. 


Laurinsiure (C,,H,,0,. Die Siiuren der Fraktion 14, 15 und 16 
werden vereinigt und iiber die Methylester in 3 Anteile fraktioniert (12 bis 
!)mg Hg, Badtemperatur bis 200°). 

14, 15 und 16 I. verworfen. 


14, 15, 16 II. 38,970 mg Subst.: 10,510 mg CO,, 4,280 mg H,O. 


C,,H,,0, (214,34) Ber. C 72,84 H 12,23 Gef. C 72,19 H 12,06. 


*) Anfiihrung siimtlicher im Schrifttum angegegebenen Schmelzpunkte 
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14, 15 und 16 III. Durch Verseifen mit KOH in Methanol wird jy — jac’ 
iiblicher Weise die Siure gewonnen. Schmelzp. 48,9—44,0°, gef. 43,5", nach 
Umkrystallisieren aus 50 °/,igem wiBrigem Aceton gef. 48,5°. Mischschmel;. 
punkt keine Depression. 


Ciel 
4,080, 3,995 mg Subst.: 10,770, 10,570 mg CO,, 4,380, 4,380 mg H,0, 
C,,H,,0, (200,31) Ber. C 71,95 H 12,08 
Gef. ,, 72,04, 72,18  ,, 12,01, 12,27. 
Ag-Salz. 4,310 mg Subst.: 7,390 mg CO,, 2,890 mg H,O, 1,515 mg Ay, 
C,,H,,0,Ag (307,18) Ber. C 46,92 H 7,55 Ag 35,12 Bion 
Gef. ,, 46,79 7,50 » 35,15. 


Tridecansiure C,,H,,0,. Die Siuren der Fraktion 30 und 31 werden BP 
vereinigt. Schmelzp. 41,5°, gef. 41°, nach Umkrystallisieren aus wiSrigen & 
50 °/,igem Aceton gef. 41°. Schmelzpunkt der nach Verdampfen der Mutter. 
lauge erhaltenen Substanz gef. 41,5°. Umwandlungsp. 28,0°, gef. 28—29° 
sehr eindeutig. Mischschmelzp. 41°, keine Depression. 

4,182 mg ‘Subst.: 11,005 mg CO,, 4,550 mg H,0. 


C,;H,,0, (214,34) Ber. C 72,84 H 12,28 Gef. C 72,68 H 1232. 
Ag-Salz. 4,675 mg Subst.: 8,300 mg CO,, 3,280 mg H,O, 1,578 mg Ag. or 


C,,H,,0,Ag (321,21) Ber. C 48,61 H 785 Ag 33,59 
Gef. ,, 4845 ,, 7,85 


Gy 


Myristinséure C,,H,,0,. Dargestellt aus Fraktion 45. Schmelzp. 
bis 54,1°, gef. 52—53°, nach Umkrystallisieren aus Aceton gef. 53°, nach 
2 maligem Umkrystallisieren aus Aceton gef. 53° Mischschmelzp. 53°, keine 
Depression. 


4,194, 4,045 mg Subst.: 11,310, 10,940 mg CO,, 4,580, 4,490 mg H,0. 


C,,H,,0, (228,36) Ber. C 73,63 H 12,36 
Gef. ,, 73,59, 78,80 ,, 12,22, 12,42. ny 
Ag-Salz. 4,167 mg Subst.: 7,680 mg CO,, 3,050 mg H,O, 1,342 mg Ag. & ws 
C,,H,,0,Ag (835,24) Ber. C 50,15 H 812 Ag 32,18 
Gef. ,, 5030 ,, 819  ,, 32,21. 
Pentadecansiure C,,H,,0,. Dargestellt aus Fraktion 57. Schmelz- i 
punkt 53°, gef. 53°, nach Umkrystallisieren aus Methanol gef. 53°, nach 
nochmaligem Umkrystallisieren aus Aceton gef. 52—53°. Mischschmelz- 
punkt 53°, keine Depression. Umwandlungsp. 39,0°, gef. bei mehreren Be- 
stimmungen nicht feststellbar. 
3,935 mg Subst.: 10,710 mg CO,, 4,420 mg H,O. V 
C,,H,,0, (242,38) Ber. C 74,32 H 1248 Gef. C 7427 H 12,58. & 
Ag-Salz. 4,205 mg Subst.: 7,970 mg CO,, 3,200 mg H,O, 1,305 mg Ag. & i 
C,;H,,0,Ag (349,26) Ber. C 51,58 H836 Ag 30,89 
Gef. ,, 51,70 8,52 31,08. 
Steti 
Palmitinsiure C,,H,,0,. Dargestellt aus den vereinigten Frak 


tionen 71 und 72. Schmelzp.62,6°, gef. nach Umkrystallisieren aus Aceton 62°, 
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| nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Aceton 62°. Mischschmelzp. 62°, 


keine Depression. 
4,070 mg Subst.: 11,190 mg CO,, 4,550 mg H,O. 


| (,jHyO2 (256,42) Ber. C 74,94 H 12,58 Gef. C 74,96 H 12,52. 


Ag-Salz. 4,245 mg Subst.: 8,210 mg CO,, 3,280 mg H,O, 1,265 mg Ag. 
C,,H,,0,Ag (368,29) Ber. C 53,14 H 8,60 Ag 29,69 
Gef. ,, 52,78  ,, 8,65 » 29,80. 


Heptadecansdiure C,,H,,0, Dargestellt aus den vereinigten Frak- 
tionen 78 und 79. Schmelzp. 60—61°, gef. 59,5°, nach Umkrystallisieren aus 


F Aceton gef. 59,5°. Mischschmelzp. 59,5°, keine Depression. Umwandlungs- 


punkt 47,0°, gef. bei mehreren Bestimmungen nicht feststellbar. 
4,120 mg Subst. 11,425 mg CO,, 4,630 mg H,O. 
(,,Hy,0, (270,44) Ber. C 75,50 H 12,67  Gef. C 75,61 H 12,57. 
Ag-Salz. 4,305 mg Subst.: 8,510 mg CO,, 3,410 mg H,O, 1,230 mg Ag. 
C,,H,,0,Ag (377,31) Ber. C 54,11 H 8,82 Ag 28,59 
Gef. ,, 58,94 ,, 8,89 » 28,57. 


Stearinsiure C,,H,,0,. Dargestellt aus den vereinigten Fraktionen 84 
und 85. Schmelzp. 69,3°, nach Umkrystallisieren aus Aceton gef. 69°, nach 
nochmaligem Umkrystallisieren gef.69° Mischschmelzp. 69°, keine Depression. 


3,970 mg Subst.: 11,070 mg CO,, 4,500 mg H,0O. 


| CysHygO. (284,47) Ber. C 75,99 H 12,76 Gef. C 76,02 H 12,69. 


Ag-Salz. 4,080 mg Subst.: 8,250 mg CO,, 3,280 mg H,O, 1,128 mg Ag. 


C,,H,,0,Ag (891,84) Ber. C 55,24 H9,02 Ag 27,57 
Gef. ,, 55,17 ‘9,00 27,64. 


Behensiure C,,H,,0,. Dargestellt aus Fraktion 98. Anfinglich 


| Schmelzp. 71—72° Schmelzp. 79,9°, gef. nach Umkrystallisieren aus Aceton 
16", nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Methanol 78—79°. Misch- 
schmelzp. 73—79°, keine Depression. 


4,060 mg Subst.: 11,560 mg CO,, 4,720 mg H,0O. 


| CyH,,0O, (840,57) Ber. C 77,58 H 13,02 Gef. C 77,70 H 13,01. 


Ag-Salz. 4,260 mg Subst.: 9,185 mg CO,, 3,660 mg H,O, 1,030 mg Ag. 


C,,H,,0,Ag (447,45) Ber. C 59,05 H9,69 Ag 24,11 
Gef. ,, 58,84 ., 9,64 24,18. 


VIII. MengenmaBige Zusammensetzung des Fettsiuregemisches 
Die Berechnung ist nur méglich unter der Voraussetzung, 


dab die Einzelfraktionen in keinem Fall aus mehr als zwei ver- 
| schiedenen Siuren bestehen. Diese Voraussetzung ist fiir die Frak- 
_tonen 4—86 (einschl.) mit Sicherheit erfiillt. Die langsam und 
_Stetig in bestimmtem Verhiltnis zur Menge des Destillats an- 
_steigenden, manchmal gleich bleibenden Aquivalentgewichte, z. B. 
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Fraktion 57—59 (C,,) oder 71—72 (C,,), sprechen dafiir. Jj. 
Zusammensetzung der Fraktion la—3, d.h. die rechnerisch 
Auswertung fiir den Gehalt an C, und C,, muB eine in diesey 
Fall allerdings ziemlich wahrscheinliche Annahme bleiben, da dic 
Reindarstellung der betreffenden Siuren nicht gelang. Oberhall 
der Fraktion 86 gelang eine Trennung nicht mehr. Fraktion 9 
bestand einheitlich aus Behensiiure. Auf Grund der Aquivalen:. 
gewichte wurde fiir jede Fraktion der prozentuale Gehalt a 
niedriger- und héhermolekularer Siure ermittelt und dann au 
die Menge des Destillates bezogen. Die folgende Tabelle zeig 
das Resultat. 


rewichts-° 
Methylester 

Cs 0,4814 0,4 
C, 2.3848 2,1 
Cio 5,6971 5,0 
8.2234 7,3 
Cie 15,8155 13,9 
a 18,4961 16,3 
C., 17,1823 15,2 
Cs 14,0447 12,4 
Cis 9,1905 8,1 
Cis 8.3076 7,3 
iiber C,, 13,5822 12,0 


Davon erfaBt an C,, 3,5°/), an Cy, 1,2°/,. 
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Zur Konstitutionsaufklarung des Cafesterols. I 


Von 
Heinrich Hauptmann und Jandyra Franea 


(Aus dem .,Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras 
da Universidade de Sao Paulo‘, Brasilien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am &. Mai 1939) 


Vor kurzem haben Slotta und Neisser!) aus dem Unverseif- 
haren des Kaffeedls eine interessante Substanz in iiberraschend 
crofier Menge isoliert, der die Bruttoformel C,,H,.O, zukommt, 
und die sie Cafesterol genannt haben. In einer weiteren Arbeit 
haben die gleichen Autoren*) die von ihnen gemachten Beob- 
achtungen fiir die Aufstellung einer vorliiufigen Konstitutions- 
formel auszuwerten versucht. Aus der Bruttoformel und der Be- 
stimmung der Anzahl der Doppelbindungen, sowie auf Grund des 
sesumten chemischen und physiologischen Verhaltens nahmen sie 
das Steroidgeriist als sehr wahrscheinlich an. Mit Essigsiiure- 
anhydrid und Natriumacetat auf dem Wasserbade trat nur eine 
Acetylgruppe ein, woraus folgt, daf ein leicht veresterbares 
Hydroxyl vorhanden ist. Ein zweites ist benachbart zum ersten 
anzunehmen, denn beim Erhitzen von Cafesterol oder Cafesterol- 
acetat mit Zinkstaub im Hochvakuum entsteht Anhydrocafesterol, 
das eine Carbonylgruppe enthilt. Auf Grund des gleichmibigen 
Verlaufes der Hydrierungskurve glaubten Slotta und Neisser 
vermuten zu kénnen, dab die 3 Doppelbindungen in einem Benzol- 
ring vereinigt wiiren. Die von ihnen vorgeschlagene Konstitutions- 
iormel des Cafesterols, deren hypothetischen Charakter sie betonen, 
war folgende (I). 


HO 
CH,CH, 
I | | 
—OH 
@ 


') Ber. chem. Ges. 71, 1991 (1938). 
*) Ber. chem. Ges. 71, 2342 (1938). 
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Da die genannten Forscher aus iuBeren Griinden ihre 
suchungen iiber das Cafesterol plétzlich abbrechen muBten, | ote, 
sie dem einen von uns (H.) die Weiterarbeit an und stellten yy; 
in liebenswiirdigster Weise ihre Erfahrungen zur Verfiigung, wofiy 
wir ihnen auch an dieser Stelle bestens danken méchten. 

Wir haben zuniichst einmal versucht, eine weitere Stiitze {iy 
das Vorhandensein des Sterinskelettes beizubringen und _ eine 
allerdings kleine Menge Cafesterol einer Selendehydrierung unte:. 
worfen. Das erhaltene Dehydrierungsprodukt gab bei der Vakuun. 
destillation die fiir Sterindehydrierungen typische 6lige Substanz mit 
der charakteristischen Fluorescenz. Obgleich wir den Kohlenwasser. 
stoff C,,H,, nicht krystallisiert erhielten, zweifeln wir auf Gran( 
dieses vorliufigen Versuches nicht an der Sterinnatur des Cafesterols, 

Im Gegensatz zu obiger Formel haben wir jetzt guten Gruni 
anzunehmen, daB die am Kohlenstoffatom 17 stehende Seitenkette 
nur ein Kohlenstoffatom enthilt. Wir konnten niimlich zuniichst 
wahrscheinlich machen, daf das leicht acetylierbare Hydroxy! 
primir gebunden ist, da es sich unter sehr milden Bedingungen 
mit Pyridin und Essigsiureanhydrid bei Zimmertemperatur prak- 
tisch quantitativ acetylieren libt(vgl. Versuchsteil 1.). Diese Annahime 
wurde vollig schliissig, als wir fanden, da’ das Anhydrocafesterol 
eine Aldehydgruppe enthilt (Versuchsteil 2.). die Wasser- 
bzw. Essigsiureabspaltung bei der Bildung des Anhydrocafesterols 
aus zwei benachbarten Hydroxylgruppen erfolgt, scheint uns auber 
Zweifel zu stehen, besonders da auch vor kurzem von anderer 
Seite %) eine analoge Reaktion am Pregnentriolon beschrieben ist, 
die sich auf diese Weise am zwanglosesten erkliiren lie®. Da die 
leicht acetylierbare Hydroxylgruppe primiér ist und eine zweite 
schwer veresterbare ihr benachbart steht, halten wir fir Seiten- 
kette und Wasserabspaltung die folgende Formulierung fiir walu- 


scheinlich. OH 


| | H 
Wir glauben, daB eine Formulierung folgender Art 
H 
«ty 


3) A.Serini, W. Logemann u. W. Hildebrand, Ber. chem. Ges. 7, 


331 (1939). 
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unwabrscheinlich ist, da die Hydroxylgruppe am Kohlenstoff- 
atom 20 sich leicht acetylieren lassen sollte’). 

\ls wir auf Grund dieser Uberlegungen und Versuche zu 
ler Uberzeugung gekommen waren, daB die am Kohlenstoffatom 17 
stehende Seitenkette nur ein Kohlenstoffatom enthalt, wurde die 
aromatische Natur des Ringes A immer unwahrscheinlicher. Ist 
dieser kein Benzolring, dann steht dem Vorhandensein einer 
Methylgruppe in 10 nichts mehr im Wege. Cafesterolacetat nimmt 
ywar bei Verwendung von viel Platinoxyd rasch und gleichmibig 
3 Mol Wasserstotf auf, verwendet man jedoch wenig Katalysator, 
dann wird das dritte Mol viel langsamer aufgenommen. Wir haben 
daher versucht, iiber die Natur der Doppelbindungen Klarheit zu 
bekommen, indem wir Cafesterolacetat mit Phthalmonopersiiure 
titrierten. Diese Methode ist nach neueren Erfahrungen®) der 
Jitration mit Benzopersiiure vorzuziehen. Durch diesen einfachen 
Versuch konnten wir das Vorhandensein eines Benzolringes ein- 
deutig ausschlieBen. Lift man Cafesterolacetat mit einem Uber- 
schuf von Phthalmonopersiiure stehen (Versuchsteil 3.), so werden 
2 Atome Sauerstott aufgenommen, was die Anwesenheit von 
» Athylendoppelbindungen anzeigt. Allerdings ist dabei zu_be- 
denken, dab zwar im allgemeinen die Persiuretitration in der 
Sterinreihe mit den Ergebnissen der Hydrierung iibereinstimmende 
oder zu hohe Resultate ergibt, daB jedoch auch einige Fille be- 
kannt sind, in denen Doppelbindungen wohl hydriert, nicht aber 
von der Persiuretitration erfaBt werden). 

Somit sind durch unsere Ergebnisse bisher, die Funktion von 
zwei der 3 Sauerstoffatome und zwei der 3 Doppelbindungen 
klar gestellt. Uber die Stellung der letzteren im Molekiil sind 


 Yersuche im Gange. Wir vermuteten die Anwesenheit einer schwer 


reagierenden Ketogruppe, wodurch sich mit einem Schlage das 
Ritsel der fehlenden Doppelbindung und des dritten Sauerstofi- 
atoms lésen wiirde. Diese Annahme lag um so niher, als wir nach 
I'schugaeff-Zerewitinoff im Cafesterolacetat nur ein, im 


- Calesterol nur zwei aktive Wasserstoffatome nachweisen konnten. 
| Einen direkten Nachweis fiir das Vorhandensein einer Ketogruppe 


zu erbringen, hatten bereits Slotta und Neisser vergebens 


‘) Vgl. T. Reichstein, Helvet. chim. Acta 19, 51 (1936); 21, 1195 


| (1ss): A. Serini u. W. Logemann. Ber. chem. Ges. 71, 1362 (1938). 


’. H. BGhme, Ber. chem. Ges. 70, 379 (1937). 
) O. Rygh, Diese Z. 185, 103 (1929); A. Windaus u. A. Liittring- 


a7” 
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versucht. Auch wir konnten selbst im Bombenrohr bei | 3()): 


keine Oximierung erzielen. Dagegen konnten wir auf eine j:, 


direkten Wege das Vorhandensein einer Carbonylgruppe wai). 
scheinlich machen und vor allem die Anwesenheit einer (rite, 

reaktionstrigen Hydroxylgruppe, die bisher immer noch in Betrac);: 
gezogen werden mubte, eindeutig ausschlieBen. Im Hexaliyidyy. 


cafesterolacetat”) lassen sich niimlich zwei aktive Wasserstotiatoy: 
nachweisen, also eines mehr als im Cafesterolacetat. Es ist aly 
withrend der Hydrierung eine neue Hydroxylgruppe entstaidey, 
die sich nur entweder aus einer Ketogruppe oder aus ein 
Oxydring gebildet haben kann. Uber Versuche, die zwisch: 
diesen beiden Méglichkeiten entscheiden sollen, hoffen wir in })ijj: 
berichten zu 

FabBt man die bisher erhaltenen Ergebnisse zusammen, so e- 
halt man als im Augenblick wahrscheinlichste Formel die folgende |/ 


0 
OH 


| 


eee 


Beschreibung der Versuche 


1. Cafesterolmonoacetat. 1,2 ¢ Cafesterol wurden in 15 cem reinste 
iiber Bariumoxyd destilliertem Pyridin und 5 cem KEssigsiureanhydri 
24 Stunden bei Zimmertemperatur (27—30°) stehen gelassen und dan 1 
Eiswasser gegossen. Das Acetat schied sich in schwach gelblichen Flocke: 
ab, die nach einigem Stehen abfiltriert und im Vakuum iiber Caleiunelior 
getrocknet wurden. Ausbeute 1,3 g (96°/) d. Th.). Schmelzp. 160—-161°" (nav! 
Sintern bei 156°). 

Nach Lésen in Petroliither (Siedep. 70—90°) und Filtrieren iiber etwe 
Tierkohle krystallisierte das Acetat in prachtvollen farblosen Nadeln. 14 
Schmelzp. 164—-166°. 


2. Prifung des Anhydrocafesterols mit Aldehydreagentien. «) 1» 
hydrocafesterol in wenig Methanol gelést, wurde mit dem gleichen Volun! 
ammoniakalisch-alkalischer Silberlésung versetzt. Die Lésung schwiirzt sit! 
innerhalb 1 Minute. 

b) Anhydrocafesterol fein gepulvert mit fuchsinschwefliger Si 
iibergossen, firbte sich rotviolett. 

Léste man Anhydrocafesterol in Methylalkohol und versetzte 1 
fuchsinschwefliger Siiure, so fiirbte sich die Lésung tief rotviolett. 


”) T. Reichstein, Helvet. chim. Acta 19, 985 (1936). 
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3. Titration mit Phthalmonopersaure. Die Phthalmonopersiiure- 
wurde nach Béhm*»*) dargestellt. 
Yur Bestimmung wurde das im Hochvakuum hei 80° getrocknete 


' (afesterolacetat in ein 25 cem Mebkélbchen eingewogen und mit 2 cem per- 
| oxydfreiem Ather gelést. Dann wurden 15 ccm der auf — 10° abgekiihiten 


Phthalmonopersiiurelésung zupipettiert und das Gemisch bei 0° aufbewabrt. 


| Bei der gleichen Temperatur blieb ein Gemisch von 15 cem Phthalmonoper- 
F siureldsung und 2 ecem Ather, i in einem anderen 25 cem Mebkélbchen stehen. 

F Nach 48 Stunden lief} man die Lésung sich auf Zimmertemperatur erwiirmen, 

salite mit Ather bis zur Marke auf nl pipettierte 5 cem der Mischung in 
20° iger Kaliumjodidlésung. Nach kurzem Stehen im Dunkeln 
unter wiederholtem Umschiitteln titrierte man mit Thiosulfatlésung. Nach 
' 2 Stunden blieb die Differenz zwischen Blindprobe und Substanzlésung 


konstant. 


0.1545, 0,1905 g Cafesterolacetat verbrauchten 35,30, 43,63 cem n/10- 
Thiosulfatlésung (f = 0,4949) entspr. 0,1585, 0,1960 g Phthalmonopersiiure. 


Berechnet pro Doppelbindung 0,0785, 0,0968 
Gefunden 0,1585, 0,1960; = 2,02; 2,03 


4. Bestimmungen des aktiven Wasserstoffs nach Tschugaeff- 


| Zerewitinoff. — a) Makrobestimmungen. 


Cafesterolacetat. 0,1500 g gaben 12,9 ecm Methan (28°, 697,3 mm). 
Berechnet 0,28°/, aktiv. H fiir 1 OH-Gruppe, 
Gefunden 0,30°/, ,, » entspricht 1,07. 


Cafesterol. 0,1035, 0,1562 g gaben 18,2 cem (27°, 698,4 mm), 27,6 cem 


697,2 mm). 


Berechnet 0,64°/, aktiv. H fiir 2 OH-Gruppen, 
Gefunden 0,66, 0,66°/, entspricht 2,06 OH-Gruppen. 


b) Halbmikrobestimmungen. Wir verwendeten die von H. Roth®) 
beschriebene Methode. Jedoch tine wir nach Einbringen von Substanz, 


Losungsmittel und Grignardlésung vor dem Vermischen das ReaktionsgefaB 
noch einmal im Stickstoffstrom in einem Bade von 95° ausheizen, da sonst 
_infolge der hiesigen hohen Luftfeuchtigkeit (90°/, und mehr) zu hohe Werte 
ge funden wurden. 


Weiterhin zeigte es sich, daB das Hexahydrocafesterolacetat selbst bei 


%° nicht vollstindig reagiert. Wir erhitzten daher das Reaktionsgemisch 
_ bis zum Sieden, wobei die Reaktion vollstiindig wurde. Selbstverstiindlich 


haben wir uns nicht nur davon iiberzeugt, daB man selbst bei mehrmaligem 


| Erhitzen konstante Werte erhiilt, sondern auch durch Testanalysen erhiirtet, 


lal diese Modifikation die Broachbarkeit der Methode nicht beeintriichtigt. 


Cholesterin. 25,0 mg gaben 1,73 cem Methan (27°, 698,5 mm). 


Berechnet 0,26°/, aktiv. H. 
Gefunden 0,26°,  ,,  H. 


Mikrochemie (O.) 11, 140 (1932). 


> 


950) H. Hauptmann u. J. Franca, Zur Konstitutionsaufklirung |). 


Cafesterol. 22,6 mg gaben 3,82 cem Methan (25°, 700,8 mm) 


Berechnet 0,64°/, aktiv. H fiir 2 OH-Gruppen, 
Gefunden 0,64°)/,. 


Hexahydrocafesterolacetat. 13,1 mg gaben (26°, 697,9 mii: 
bei 26°, 1,03 Methan, 
bei 95°, 1,45 ecm 
beim Sdp. 2,02 cem __,, 
Berechnet 0,56°,, aktiv. H fiir 2 OH-Gruppen, 
Gefunden 0,58°/, H; entspricht 2,04 OH-Gruppen. 


26,1 mg gaben (25°, 700,9 mm) beim Siedep. 3,83 cem Methan. 
Berechnet 0,56°), aktiv. H fiir 2OH-Gruppen, 
Gefunden 0,569, ,, entspricht 2,00 OH-Gruppen. 
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Herstellung von Testosteronglucosid 
Von 


E. Rabald und H. Dietrich 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der C. F. Boehringer & Soelhne G.m. b. H.. 
Mannheim) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mai 1939) 


In einer Arbeit iiber die Glucoside der Sterin- und Sexual- 
hormonreihe geben Miescher und Fischer!) an, daB es ihnen 
nicht gelungen sei, die Glucoside der beiden in 17-Stellung iso- 
meren ‘Testosterone herzustellen. Da wir uns schon seit langem °) 
mit den Glykosiden der Sterinreihe beschiiftigen, haben wir auch 
schon vor lingerer Zeit Versuche zur Herstellung vom Glucosid 
des Testosterons unternommen, Uns stand nur das t-T'estosteron 
zur Verfiigung. Dieses gibt, wie die Fig. 1 und 2 zeigen, ein 


Fig. 1 Fig. 2 
t-Testosteronglucosid 


scion krystallisierendes Tetraacetylglucosid, das sich in iblicher 
Weise zum t-Testosteronglucosid verseifen libt. Uber die bio- 
logischen Wirkungen der Glucoside wird in einer spiiteren Arbeit 
berichtet: werden. 


') Helvet. chim. Acta 21, 386 (1938). 
*) D.R.P. 650089 v. 7. IX. 1933, D.R.P. 654652 v. 23. IT. 1936. 
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Testosteron-tetraacetylglucosid 


200 mg Testosteron werden in 16 ccm absolutem Ather wary 
gelést, nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur mit 200 mg Ace. 
bromglucose und 200 mg frisch gefilltem Silberoxyd versety 
Das Gemisch wird 24 Stunden auf der Maschine geschiitte: 
Nach dieser Zeit gibt man nochmal je 200 mg Acetobromelicos 
und Silberoxyd zu und libt weitere 24Stunden schiitteln. Man filtriey 
die Atherlésung und kocht den Riickstand gut mit Ather «a 
Die vereinigten Atherlésungen_ werden zur ‘T'rockne verdamy: 
und der Riickstand véllig von Ather befreit. Aus Methanol kn. 
stallisiert das Tetraacetylglucosid in langen Nadeln, die 
mehrmaligem Umkrystallisieren bei 165—166° schmelzen. Aw. 
beute SO mg. 


C3,Hy,0;, (618) Ber. C 64,0 H 7,87 Gef. C 63,6 H 73 
= 49,5 + 2 (Mikrodrehung in CHCI,). 


Testosteronglucosid 

1,18 g Testosteron-tetraacetylglucosid werden unter Erwiirmaf |) 

mit 62 ccm absolutem Methanol in Lésung gebracht. Nach def w 


Abkihlen auf Zimmertemperatur gibt man 1,24 ccm einer etwif 
0,3 n-Bariummethylatlésung zu und das Gemisch iiber Nac} 
im Kisschrank stehen. Dann wird das Barium mit der iquiyalente:f ¢¢ 
Menge 0,1 n-Schwefelsiure gefillt. Ohne abzufiltrieren wird die} )" 
Lésung i. V. bei 30° zur T'rockne eingedampft und der Riickstau 
durch ‘Trocknen iiber P,O, bei 50° i. V. vollkommen von Feuchtig-| 
keit befreit. Man nimmt dann wieder in der ndétigen Menge} 
Methanol auf und saugt die Lésung durch eine diinne Schict} ™ 
Kieselgur. Aus der stark eingeengten Lésung wird das Glucosilf 
krystallisiert erhalten. Schmelzp. 213—214°. Ausbeute m 
quantitativ. st 
C,,H,,0, (450) Ber. C 66,62 H 8,54 Gef. C 66,52 H 8,50. 2 
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Uber den Kohlenhydratgehalt des SiS mandel-emulsins 
Emulsin XXXVIII') 


Von 
Burckhardt Helferich und William Ward Pigman*) 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1939) 


|. Verschiedentlich ist in der letzten Zeit auf das Vorhanden- 
sein yon Zucker in Siibmandel-emulsin hingewiesen worden”). 
Dem Gedanken, dal} vielleicht dieser Zuckergehalt fiir die qualitative 
und quantitative Wirksamkeit des Ferments, fiir seine Spezifitat 
wit entscheidend ist, wurde in der folgenden Arbeit weiter nach- 
gevangen, SiBmandel-emulsin wurde auf verschiedene Weise teils 
vereinigt, teils geschiidigt, und in den so veriinderten Ferment- 
priparaten der Zuckergehalt bestimmt”). 

Als Ausgangsmaterial dazu diente SiiBmandel-emulsin, das 
nach frither gegebenen Vorschriften durch Tanninfillung gereinigt 
war, ,.Rohferment“, oder das anschlieBend daran durch Fillung 
mit Silberhydroxyd angereichert war, ,,Reinferment**). 


il. Bei der systematischen Behandlung einer Rohfermentlisung 
mit steigenden Mengen Carboraffin C (1. G. Werk Leverkusen) (Figur) 
stellte es sich heraus, daB zuerst fiir die Fermentwirkung un- 
wesentliche Begleitstoffe adsorbiert werden (Tab. LI, 1—5). Dabei 
wird die zuniichst triibe und gelbliche Fermentlésung klarer und 
heller. Dadurch sich der £-d-Glucosidasewert (3-G1.-W.) des 
in Lisung gebliebenen Ferments praktisch ohne Verlust an Material 
von etwa 1 auf etwa 3 erhéhen. Erst ein héherer Zusatz von 
‘arboraffin adsorbiert auch das Ferment selbst (Tab. I1, 6—9). 
Kine Elution aus diesen Adsorbaten ist in priiparativ brauchbarem 
Ausmabe noch nicht durchgefihrt. 


_ ) Der Lalor Foundation, Wilmington, U.S.A. sind wir fiir die Ge- 
Wihrang eines Stipendiiwas an Herrn Pigman zu groBem Dank verpflichtet. 
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III. Eine abnliche Reinigung laBt sich fiir Reinfermen: 
Carboraffin durchfiihren. Auch dabei kann der f-d-Glucosilas: 
wert von z. B. 6,5 auf 8,6 steigen. Aus der so gewonnenen {ei} 
fermentlésung wurde das Ferment an Silica-gel adsorbiert wy} 
von diesem mit Ammoniak wieder eluiert. Dabei konnten ety, 
60°/, des Ferments mit einem f-d-Glucosidasewert von etwa |'p 


wieder gewonnen werden (Tab. III). Diese Art der Reinigung kay; 


-Efnheiten —> 


ao 


—>Lrzym 


“a + 6 8 70 72 74 
Gramm Hohble 


Systematische Behandlung von Rohferment mit Tierkohle 


daher priparative Bedeutung haben. Die Zuckerbestimmunge: 


der verschiedenen Priiparate und Lisungen wurden ebenso wie if 
allen anderen Fillen nach der von M. Sorensen ausgearbeiteten 
Methode *) durchgetiihrt und der Zuckergehalt fiirs erste als Glucos: f 
berechnet. Die so erhaltenen Zahlen geben, trotzdem sie nicltf 


ganz exakt sein kénnen, doch ein erstes Bild von geniigende: 
Genauigkeit. Die in der Tab. III beschriebenen Reinigungsope- 
rationen iindern den Gehalt der Fermentpriiparate an Zucke! 
nicht wesentlich (von 4,4 des Ausgangsmaterials z. B. auf 3,9 des 
Ferments vom f-Gl.-W. 12). 


IV. Eine weitere Art der Reinigung wurde durch Behandluv 


von Rohfermentlésung mit Carboraffin (vgl. oben I), durch nach- 
folgendes Fiillen mit Tannin und schlieBlich durch Reinigen de 
so gewonnenen Ferments mit Silberhydroxyd durchgefiihrt (Tab. lV. 
Der £-d-Glucosidasewert stieg dabei von 1,1 iiber 2,7 (Kohle) aw! 
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10 fannin); doch konnten von diesem letzten Priiparat nur etwa 
3°, des Ausgangsmaterials gewonnen werden. Die anschlieBende 


silberfillung* hatte eine etwas niedrigere Wertigkeit und ergab 


nur noch etwa 2°/, Ausbeute. Fiir die Frage der Zusammen- 


-setzung der Fermentpraiparate ergibt sich ein anderes Bild, da 


der Zuckergehalt, offenbar ohne Zusammenhang mit der Wertigkeit, 
bei diesen Operationen ganz enorm ansteigt. Erst das mit Silber 
eereinigte Ferment vom (-Gl.-W. 9 hat wieder einen bisher als 
normal zu bezeichnenden Zuckergehalt von 3,7°)). 

‘'rotz ihnlicher Wertigkeit sind das bisherige ,,Reinferment“ 
uid das, wie oben beschrieben, nach Reinigung mit Kohle erneut 
mit ‘l'annin gefiillte Ferment verschiedene Priparate. Das neue, 
eut zugingliche Praparat kann in Zukunft bei der weiteren Be- 
arbeitung des SiiBmandel-emulsins eine wichtige Rolle spielen. 

V. Die Kohlen-Reinigung und nachfolgende wiederholte Tannin- 
tilling des Reinferments ergab eine Steigerung des bis 
zu 14 in einer Ausbeute von immerhin 22°/, (Tab. V). 

VIa. Es sollte untersucht werden, ob die Zerstirung des 


SiiBmandel-emulsins durch Ozon 5) den Zucker, der im Ferment 


vorhanden und vielleicht an das Tryptophan chemisch gebunden 
ist, ganz oder teilweise dialysierbar macht. Da auch bei diesen 
Versuchen in den AuBenfliissigkeiten der Dialysen praktisch kein 
Zucker gefunden wurde, so ist die oben gestellte Frage zu ver- 
neinen. Das Absinken des Gesamtzuckergehaltes (Tab. VIa) ist 
auf die teilweise Ausfaillung von urspriinglich gelésten Anteilen 
und vielleicht auch auf Adsorption an die Cellophanwand zuriick- 
zutiihren, Die bei der Ozonzerstérung entstehenden Niederschlige 
sind, wie der Vergleich des Zuckers der Versuche VI,4 mit VI,5 
und VI,6 mit VI, 7 zeigt, wesentlich zuckerreicher als die Lésungen. 

VIb. Die gleichen Ergebnisse wie die Ozonzerstérung — 
kein dialysierbarer Zucker, Niederschlag an Zucker reicher als die 
Lisung — ergeben die weiteren Versuche mit Zerstérung des 
Ferments durch ultraviolettes Licht ®). 

Vic. SchlieBlich wurde untersucht, ob die ebenfalls mit Zer- 
stirung der fermentativen Wirkung einhergehende Behandlung 


| des Fermentes mit Siiure oder Lauge den Zucker in dialysierbare 


idlung 
nach: 

n des 
b.IV.E 


e) all 


Form iibertiithrt und den Zuckergehalt der Priiparate wesentlich 


_indert. Auch dies ist, wenigstens bei den zunichst milden Be- 


handlungen, nicht der Fall. 
Aus der folgenden Ubersicht, Tab. I, geht hervor, daB bei den 
bisherigen Reinigungsgraden ein Zusammenhang zwischen Wertig- 


I56 Burckhardt Helferich und William Ward Pigman, 


keit und Zuckergehalt noch nicht ersichtlich ist. Der Zuckey. 


gehalt stimmt in der Grobe mit den bisher untersuchten 


Praparaten”) (zwischen 3 und 4°/,) iiberein. 


(-Glucosidasewert und Zuckergehalt der wichtigsten Praparaic 
Tabelle I 


3-G1.-W. ait | Tabellen-Nr. Priiparat 
it 9,8 Rohferment 
2,7 16,3 IV, 2 Rohferment mit Kohle behande| 
6,6 4,3 Reinferment 
7,4 4,5 * Reinferment 
7,9 6,5 Via, 1 Reinferment 
8.6 4.4 Ill Reinferment mit Kohle behande! 
9,4 11,6 IV, 3 Reinferment, Kohle, Tannin 
9,9 5,4 *) Reinferment mit Kohle behande! 
10,2 6,1 Via, 2 Reinferment nach Dialyse 
10,3 4,3 V,4 Reinferment, Kohle, ‘Tannin 
11,8 3,9 [I Reinferment, Kohle, Si-gel-elution 
14,0 5,7 V,5 Reinferment, Kohle, 2mal Tannin 
15,6 3,2 lil Reinferment, Kohle, Si-gel-elution 


*) Werte eines in den Tabellen nicht aufgefiihrten Versuches. 


Zusammenfassung 


1. Durch Behandlung mit Carboraffin kann SiiBmandel- 
emulsin, Rohferment, ohne Verlust vom #-Gl.-W.1 zum 


etwa 3 gereinigt werden. 


2. Dieses Ferment kann durch fraktionierte Tanninfiillun f 


bis zum #-G1.-W. 10 gebracht werden. Ausbeute etwa 30°). 
3. Reinigung von Reinferment mit Carboraffin, Adsorptio 


an Silica-gel und Elution mit Ammoniak erhéht den 


auf etwa 12. Ausbeute dabei etwa 60°/,. Die letzte Elution 


erreichte, allerdings nur in einer Ausbeute von 7,8°/,, sogar def 


15,6. 


4, Reinigung von Reinferment mit Kohle und durch wieder 


holte Tanninfallung fiihrt zu $-GL-W. 10 und 14. 


5. Der Zuckergehalt dieser verschiedenen Fermentpriparat 


ist sehr wechselnd. Ein sicherer Zusammenhang zwischen Wit! 
samkeit und Zuckergehalt ist nicht ersichtlich, Aber auch die 
reinsten Priparate enthalten stets noch Zucker. 
niedrigste Zuckergehalt betriigt 3,2°/, bei einem #-G1.-W. vou 1). 

6. Die Zerstérung des Ferments durch Ozon, durch Ultri- 
violettbestrahlung, durch milde Behandlung mit Siiure oder Lauge 
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lietert keinen dialysierbaren, also niedrigmolekularen Zucker, keinen 
guckerfreien nicht dialysierbaren Riickstand. 

7. Die Arbeitshypothese, daB der in SiiRmandel-emulsin nach- 
weisbare Zucker ein wesentlicher Bestandteil des Ferments ist, 
kann weiter als Grundlage fiir kiinftige Versuche dienen. 


Versuche und Belege 

Die im folgenden beschriebenen Messungen des 9-Glucosidase- 
Wertes (9-GL-W.) wurden auf die iibliche Weise bei 30,0° gegen Salicin 
cemessen. Die angegebenen Drehungen gelten fiir 2-dm Rohr. Die 
Zuckerbestimmungen erfolgten nach M.Serensen’®) und wurden be- 
rechnet als Glucose. Sie geben daher nur einen ersten Anhalt. 

Zur Dialyse wurden die betreffenden Lésungen in ein geeignetes Stiick 
Cellophansehlauch gefiillt und bei Zimmertemperatur im Schnelldialysator 
nach Gutbier gegen mehrtach gewechseltes Wasser dialysiert. Die volumi- 
nosen AuBenfliissigkeiten wurden stark konzentriert oder ganz eingedampft 
unter verminderten Druck) und dann zu einem bestimmten Volumen aut- 
vefiillt bzw. aufgelést. In besonderen Blindversuchen mit Wasser wurde 
festgestellt, dab in behandelten AuBenfliissigkeiten stets geringe Mengen 
Zucker — vom Cellophan — bestimmbar sind. Da die Versuche mit Ferment- 
priparaten in allen Fiillen in der AuBenfliissigkeit praktisch keine gréberen 
Zuckermengen ergaben als der Kontrollversuch mit reinem ieian so mub 
wan schlieBen, daB in keinem der untersuchten Fermentpriiparate Zucker 
in dialysierbarer Form vorlag, wenigstens nicht in irgendwie bemerkbarer 
Menge. Soweit der Zuckergehalt der dialysierten Innenfliissigkeit zuriick- 
ging, mu dies auf Niederschlagbildung und Adsorption (durch das Cello- 
phan) zuckerhaltigen Materials zuriickgefiihrt werden. 


II. Rohferment, mit steigenden Mengen Carboraffin behandelt 


3,2 ¢ Rohferment wurden mit 150 ccm Wasser angeriihrt, nach 3stiin- 
digem Aufbewahren im Kiihlschrank klar zentrifugiert: von dieser Lésung 


Tabelle II 


g Kohle Zur 
¢ Kohle | pro 1 ¢ |g Riickstd. Gl Messg. |. 
Nr} auf Ferment in a 
W in 

15 eem |(=Rekstd.} 10 cem verd. 

Nr. 1) (Min.) auf: cem]| 

0,1694 | 15,3]/-2,64 | 1,1 10 0,18 
24 0,25 1,48 01109 | 186]—2,23 | 1,6 | 10 0,18 
3} 0,50 2,95 0,0819 | 15,0/—2,69 | 2,2 | 10 0,18 
4] 0,75 4,42 0,0634 | 18,0/—2,43 | 27 | 10 0,17 
5} 1,00 5,90 0,0538 | 160]-2,50 | 3.4 | 10 0.18 
61 1,30 7,66 0,0459 | 10,4]—3,28*]} 2,7 6,67 0,12 
1,60 9,44 0,0406 11,0]—3,48*)]} 2.5 6,67 0,10 
5 2,00 11,8 0,0298 | 17,0}]—1,14 2,0 | unver- 0,06 
9} 250 14,8 0,0250 59,0]—3,12 | 0,3 | diinnt 0,007 


) Anfangsdrehung: — 5,07, sonst — 5,02. 


“ 
Lucker. 
bestey 
arate 
| 
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bei den verschiedenen Versuchen je 15 cem zu der gewogenen Menge ( ,r\\. 
raffin C (I. G.-Werk Leverkusen) gegeben, die Mischung 30 Minuten 
schiittelt, abgesaugt und im Filtrat der §-Gl.-W. bestimmt. 


III. Reinigung von Reinferment mit Silica-gel 


50 cem einer Fermentlisung vom 6,5 (,,Reinferment“), 0,089. 


Trockenriickstand in 10 cem, wurden mit 0,40 g Carboraffin C (I. G.- Wer; 


Leverkusen) 20 Minuten lang geschiittelt. Dadurch ging der Riickstand yf 


0,0137 g/10 cem zuriick, der 6-Gl.-W. stieg auf 8,6. 


40 ccm dieser Lésung wurden mit 5cem Acetatpuffer (etwa in |) 
vom py, 4,5 versetzt und dann mit 3,5 g Silica-gel 90 Minuten geschiitte; 


und zentrifugiert. In der Lésung blieb nur sehr wenig Ferment. (\»\ 


Tab. II}. Der Riickstand wurde mit 30 cem Wasser angeriihrt, wied:; 
zentrifugiert und dann nacheinander je 5 Minuten angeriihrt und zenty 
fugiert: I. mit 40 eem Ammonacetat-puffer vom pq 8,1 (enthilt mehr Zucker 
weniger Ferment) II., und IV. mit je 40cem 0,025 n-Ammoniumhydroxy; 


Die Lésungen wurden unmittelbar nach der Trennung vom Riickstani§ 


mit Essigsiiure schwach angesiiuert (Lackmus) und von dem dabei entsteher: 
den EiweiBniederschlag durch Zentrifugieren befreit. Lésung II wurde 1); 
Lésung III vereinigt. 


Die Lésungen sind nicht Kieselsiiure-frei. Um den fiir den §-GI.-W. 
notwendigen Gehalt an Ferment zu bestimmen, wurden einige Kubikzenti. 
meter der auf etwa ein Drittel bis ein Viertel eingedampften Lésungen zu 
Trockne verdampft, der Riickstand bei 100° und vermindertem Druck 
konstant getrocknet und gewogen (im Platintiegel), dann verascht uni 
wiedergewogen. Die Differenz ergab den Gehalt an organischem Material, 
d. h. an Ferment. 


Tabelle III 


Fer 


Org.Riick- Vol. | En- mg / 
0 
Min. | °P W. EE. 1 cem der|; 
mg/1 cem Lsg. tung heiten 
mg ecm | ER. Pr. 1:56: 
Ausgangs- 
Ft.-Lsg. 6,80 6,80 8,5*)] 49,9] 8,6] 40 | 2,3 | 0,299 
desgl. nach 
Bhdlg. mit 
2,18 | 31,1] 1,7] 44 | 0,16 | 7,0 
ELL. 1,563 | 1,173 | 4,0 | 26,8] 9,6] 21 | 0,24 | 10,4] 0,0806 
1,678 | 1,516 | 4,0 | 39,2/11,8 | 80 | 1,44 | 62,6] 0,0597*") 
VI. 0,405 | 0,249 | 10,0 | 23,6]15,6 | 45 | 0,18 | 7,6] 0,0080***) 


*) Zur Messung auf das 5fache verdiinnt. 
**) Bestimmt in der auf ein Drittel konzentrierten Lésung. 
***) Bestimmt in der auf ein Viertel konzentrierten Liésung. 
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IV. Reinigung von Rohferment nacheinander mit Kohle, 
durch Tanninfallung und mit Silberhydroxyd 


60 g Siibmandel-emulsin (Rohferment) wurden in 2600 ccm Wasser 
gelist, durch Filtrieren (Kieselgur) gekliirt, mit etwa 500 cem Wasser nach- 
ewaschen und die erhaltenen 3130 cem (Tab IV, 1) mit 180 g Carboraffin C 
g.G.-Werk Leverkusen) 45 Minuten geschiittelt. Das Filtrat (Kieselgur), 
gusammen mit den Waschwissern — im ganzen 3100 cem — (Tab. IV, 2) 
wurde mit 100 cem einer 2°/,igen Lésung von Tannin gefiillt, der Nieder- 
gchiag — I — abzentrifugiert, das Zentrifugat erneut mit 300 cem einer 
10’ igen Tanninlésung versetzt und der Niederschlag — If —— abzentri- 


fugiert. Die beiden Niederschliige wurden 7mal mit Aceton, Nr. I mit je 


vet. 200 com, Nr. IL mit je 100 cem, verriihrt und gewaschen, bis die ungelisten 
t. Anteile keine Reaktion auf Tannin mit Eisenchlorid mehr gaben: Tannin- 
wiede fillung | 3,35 g, Tanninfiillung II 0,15 g. Die vereinigten Aceton-wasch- 
venty, Aliissigkeiten ergaben beim Stehen eine Tanninfiillung III 1,55¢ (Tab.IV,3—6). 
Lucker | ¢ des Priparats Tanninfillung I wurde mit 50 cem Wasser angeriihrt, 
droxyi pach %stiindigem Stehen bei etwa 0° klar zentrifugiert. 40 cem der so 
ckstani gevounenen Losung mit 50 ccm n/50-Silberacetat, dann sofort mit 99 cem 
100-Natriumhydroxyd versetzt. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde 
. anf Qmal mit je 20cem n/1000-Ammoniak gewaschen und dann durch Auf- 
rde ini J 6 
schliimmen in 8 cem n/1000-Ammoniak, die mit Schwefelwasserstoff gesiittigt 
| _f— waren, und durch 5 Minuten langes Einleiten von weiterem Schwefelwasser- 
al stot? zersetzt. Die Mischung wurde im Exsiccator eingedunstet (Tab. IV, 7). 
Zenti: 
en zur 
gone Tabelle IV 
ht und 
laterial An- Zuckerbestimmung 
‘S | (ber. als Glucose) 
10 cem h (Min.) w.]| £2] & | Zucker | Zucker 
= ung ‘Ila 
er in| BRohferment | 0,1595 | 10] —5,02] 16,0 | —2,64] 1,1] 303051 0,234**) 9,8 
1 der| {emit Kohle | 0,0505] 10] —5,02] 19,0 | —2,74] 2,7]3100|42 | 0,165 16,3 
. Lsg.| Behandelt 
I | 0,0785 | 25] —5,03] 11,0 | —2,27] 9,4 0,073 11,6 
apnin-} 5,02] 8,0 | —1,95]10,0] 174 |16 
Il 0,0472] 10] —4,98] 10,0 | —2,98] 4,7] 24] 0,5 | 0,133***) = 28,2 
(IIL 0,0628 20] — 5,04] 10,0 | —3,09] 6,8] 140] 6,0 
mit Silber- 0,0179 | 10] —5,05| 15,0 | —2,87] 9,0] 104] 0,131 3,7 
Hydroxyd 
gereinigt 4) 
8 
** F 
Ausgehend von den 16 EE. der Tanninfiillung I. 


Nicht 


Richt 


2ecem der urspriinglichen Lisung wurden zur Zuckerbestimmung 
auf 10 sondern auf 13,33 cem verdiinnt. 
) 2cem der urspriinglichen Lésung wurden zur Zuckerbestimmung 
vf 10 sondern auf 20 cem verdiinnt. 
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Aus den festen Priiparaten wurden, wie iiblich, durch Anriih:) y. 


Wasser und Klarzentrifugieren die Lésungen hergestellt, deren K ize; 
tration aus der vorstehenden Tab. IV zu entnehmen ist. Mit Tanninf |any 
wurden zwei Bestimmungen durehgefiihrt. 


V. Reinigung von Reinferment mit Kohle und durch Tannin/illy; 


60 cem einer Lésung von Reinferment in Wasser (Tab. V, Nr. 1) wurde 
1 Stunde lang mit 0,6 g Carboraffin C geschiittelt und klar filtriert. |, 
dieser Lésung (Tab. V, Nr. 2) wurden 10 cem erneut 2 Stunden »: 
weiteren 0,1 Carboraffin geschiittelt und klar filtriert. (Tab. V. 
36 cem der Lésung Nr. 2 wurden mit einer Lésung von 0,65 g Tannin 


10 cem Wasser versetzt, der Niederschlag abzentrifugiert und 6mal griindicf 


mit je 20cem Aceton gewaschen. Die so erhaltenen 0,17 g wurden » 
30 cem Wasser angeriihrt und klar zentrifugiert (Tab. V, Nr. 4). 

15 cem der Lésung Nr. 4 wurden nochmals mit 0,4 g Tannin in 10. 
Wasser versetzt und der Niederschlag wie oben mit Aceton gewascel: 
Die erhaltenen 0,07 g wurden in 12 cem Wasser aufgenommen und \: 
zentrifugiert (Tab. V, Nr. 5). 


Tabelle V 


T Spalt- Enzym- EE. mg Zucker ) 
ber. (ber. als | Zucke 

Nr.| riickstand | Spal- Ww auf Glueoses | des 
Anfgs.-| in leem | Rick 


in 10 cem Min.) tung*) 
(Min. 10 cem jLésung} Lésung |] stan» 


1 0,0816 5,0 | 31,0 | 6,6 | 054 | 100 0,352 

2 0,0556 5,0 | 31,6 | 9,9 | 0.55 | 102 

3 0.0180 14,0 | 22.7 | 74 | 0,18 25 

4 0,0310 9,0 | 32,9 | 10,3 | 0,82 49 0,132 4 
5 0,0182 12,8 | 28,0 | 14,0 | 0,18 22 0,075 5,1 


*) Zur Messung des 5-Glucosidase-Wertes wurden alle Lésungen 
das Sfache verdiinnt. 


Via. Dialyse von ozonzerstortem Ferment 


Es wurde eine Lésung von ,,Reinferment hergestellt (Tab. Via, 
80 cem dieser Lésung wurden 4 Tage im Cellophanschlauch bei Zimuef 


temperatur im Schnelldialysator gegen Wasser dialysiert (Tab. Via: 
Von dieser dialysierten Loésung wurden etwa 15 cem noch 5 Tage wei’ 
dialysiert. Das Volumen stieg dabei auf 24 cem (Tab. VIa, 3). Anie 
30 cem der 4 Tage lang dialysierten Lésung wurden mit dem gleichen Vulum 
einer bei 0° gesiittigten ganz frischen wiibrigen Ozonlisung versetzt 
damit die fermentative Wirkung véllig zerstért. Dabei entstand ein Nie!" 
schlag*). Es wurden die Messungen sowohl mit der unfiltrierten [0s 
(Tab. Vla, 4) als auch mit der filtrierten Lésung (Tab. VIa, 5), beide n: 
EKindampfen auf das urspriingliche (halbe) Volumen durehgefiihrt. Schilie! 
wurden 40 cem der unfiltrierten, mit Ozon zerstiérten Lésung noch 6 Te 
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ie oben dialysiert. Nach Kindampfen auf 25 cem wurden auch hier die 
Messungen sowohl mit der triiben, unfiltrierten (Tab. VIa, 6), als auch mit 
der klar filtrierten Loésung durchgefiihrt (Tab. VIa, 7). 


Tabelle VI 


| Volumen mg Zucker Zucker in 
W auf das g Riickstand (ber. als Glucose) | °/, des 
umgerchn. |pro 10cem insgesamt pro cem insgesamt standes 
1 7,9 80 0,0230 | 0,184 0,149 11,9 6,5 
21 10,2 80 0,0163 0,130 0,099 7,9 6,1 
3 4,0 128 0,0064 = 0,082 0,042 5,4 6,6 
4 0,0 80 (0,0163) (0,130)*) | 0,050 **) 4,0 **) 3,1**) 
i) 80 0,020 1,6 
6 100 | 0,057 5,7 
7 100 0,021 2,1 
b) 
8 | 0,46 80 (0,0163) | (0,130)*) | 0,074 5,9 4,5 
4 96 | 0,039 3,7 
10 96 | 0,024 2,3 
11] 6,6 80 0,0792 | 0,633 0,304 28,4 3,7 
12] 0,04 133 (0,0475) | (0,633)*) | 0,200 26,6 4,2 
13 167 0,0178 | 0,297 0,087 | 14,5 4,9 
14] 0,10 133 (0,0475)  (0,683)*) | 0,194 25,8 4,1 
15 167 0,0181 0,302 0,107 | 17,9 5,9 


*) Die eingeklammerten Werte sind nicht gemessen, sondern aus der 
betretfenden Anfangslésung tibernommen. 

“) Die Probeentnahme zur Zuckerbestimmung war unvollkommen, 
weil sie zu wenig Niederschlag mitnahm. Die Zuckerwerte sind also sicher 
zu niedrig. 


VIb. Dialyse von Ferment nach Zerstérung durch Ultraviolettbestrahlung 


27 cem der fiir die Ozonisierung verwandten dialysierten Fermentlésung 


(Tab. Via, 2) wurden im Quarzgefi8 7 Stunden lang mit dem Licht einer 
Quecksilberlampe bestrahlt (Tab. VIb, 8). 20 cem dieser stark geschiidigten 
-Lisung wurden 4 Tage im Schnelldialysator durch Cellophanschlauch gegen 
Wasser dialysiert. Das Volumen stieg dabei auf 24 ccm. Sowohl in der 
‘unfiltrierten (Tab. VIb, 9), als auch in der filtrierten (Tab. VIb, 10) Lésung 
wurde der Zuckergehalt bestimmt. 


VIc. Dialyse einer Fermentlosung, die 1mal durch Saure, 
das andere Mal durch Alkali zerstért war 
30 ecm einer Reinfermentlésung — 1 g in 75 cem Wasser (Tab. VI, 11) — 
Wurden durch Zusatz von 15 cem Citratpuffer (pj, 2,95) auf py 3,2 gebracht 
foppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 18 
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und 42 Stunden bei 30,0° aufbewahrt. Dann wurde durch Zusatz von Natro), 


lauge auf py 6,0 umgepuffert und auf 50 ccm aufgefillt (Tab. Vie, j) 
40 cem der Lésung wurden wie oben 6 Tage lang dialysiert. Durch jy. 
dampfen und Auffiillen wurde die Lésung auf 50 cem gebracht (Tab. VI ¢, 13 


30 cem der gleichen ungeschidigten Fermentlésung (Tab. VI, 11) wurde 
durch Zusatz von 10 ccm Boratlésung, py 9,2, alkalisch gemacht, 24 Stund: 


bei 30,0° aufbewahrt durch Zusatz von Salzsiiure auf pq 4,6 umgeputfey 
und auf 50 cem aufgefiillt (Tab. VIc, 14). Auch von dieser geschiidigt: 


Lésung wurden 40 cem 6 Tage lang durch Cellophanschlauch im Schnel. 


dialysator dialysiert und durch Eindampfen und Auffiillen auf 50 ccm y 
bracht (Tab. VIc, 15). 
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Uber die enzymatische Spaltbarkeit 
der Cholesterinphosphorsdure 
Von 
W. Klein und V. Malamani 


(Aus der Medizinischen Klinik Freiburg i. Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Mai 1939) 


Die intermediaére Bildung von Phosphorsiiureestern ist bei 
den Umsetzungen im Tierkérper von groBer Bedeutung. Sie laBbt 
sich in sehr verschiedenen Stoffklassen nachweisen. Nach den 
Untersuchungen von Verzar und Mitarbeitern') wird auch die 
Fettresorption aus dem Darm durch Phosphorylierungsvorginge 
begiinstigt. Durch Fermentwirkungen in der Darmwand entstehen 
Phosphatide, die in der Mesenteriallymphe vermehrt aufgefunden 
werden. 

Uns schien die Frage von Bedeutung, ob auch bei der Resorp- 
tion von Cholesterinfett fermentative Phosphorylierungsvorginge 
eine Rolle spielen. Frélicher und Siillmann?®), die die Resorp- 
tion des Cholesterins bei Kaninchen untersuchten, fanden, dai 
nach Verfiitterung von freiem Cholesterin bis zu 50°/, des Chole- 
sterins der Darmlymphe in veresterter Form vorlagen. Ob bei 
der Resorption in der Darmwand auch Cholesterinphosphorsiure 


 auftritt, wurde nicht gepriift. 


Die vorliegende Arbeit geht an diese Forschungsaufgabe von 


‘elner anderen Seite heran. Wenn sich herausstellt, daB Chole- 


sterinphosphorsiiure mit betriichtlicher Geschwindigkeit der enzy- 
matischen Hydrolyse unterliegt, dann darf man vermuten, daB ihr 
elne, wenn auch zunichst unbekannte, physiologische Bedeutung 
zukommt. Kine leichte Spaltbarkeit dieser Substanz wiirde auch 
zu dem Versuch ermutigen, sie in Organmaterial durch Isolierung 
nachzuweisen. Es wird also zunichst die Einwirkung von Organ- 
ausziigen auf Cholesterinphosphorsiiure unter verschiedenen Be- 
dingungen gepriift. 
Versuchsteil 
Gewinnung des Substrates. Cholesterinphosphorsiiure wurde 


nach der Vorschrift von Euler, Wolf und Hellstrém‘) dargestellt. 
18* 
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Durch Umkrystallisieren aus Essigester wurde die Substanz rej) 


erhalten. Sie ist in Wasser schwer léslich. Die Lésung reagier | 


stark sauer. Freie Cholesterinphosphorsiure wurde fiir die Ver. 
suche in saurer Liésung verwendet. Eine 1°/,ige Lisung Warde 
folgendermaBen hergestellt: 0,1 g Substanz werden in 1 cep 
Alkohol in der Warme gelést und mit 9 com Wasser versetzt, 
Die triibe Lésung wird auf dem Wasserbad eingeengt, lis sie 
nicht mehr nach Alkohol riecht und dann auf 10 cem aufvetiillt, 

Zu den Versuchen in neutraler oder alkalischer Lisung 
eignete sich am besten cholesterinphosphorsaures Cholin*). )jeses 
Salz krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in feinen, glinzendey 
Nadeln. In reinem Alkohol ist es schwer léslich, in kaltem Wasser 
zunichst unléslich. 

In der Wirme (40—50°) wandeln sich die Krystalle fast 
augenblicklich in eine kolloidale bei Zimmertemperatur bestiindige 
Lésung um. Kine solche 1°/,ige Lésung bildet in der Kiilte fasi 
steife Gallerte, die monatelang unverandert haltbar ist. In der 
Warme wird sie ziemlich dinnfliissig. Auch verdiinntere Lisungen 
(bis zu etwa 0,3°/,) sind ohne Ausflockung haltbar, ebenso sind 
Mischungen mit neutralen Fermentlésungen lingere Zeit bestiindiy, 
Dagegen wird die Substanz durch saure oder alkalische Reaktion 
ziemlich leicht ausgetlockt. 

Enzymlésungen. Knzymlésungen wurden auf verschiedene Art 
bereitet: 1. Aus Organtrockenpulver nach Klein) durch Extrak- 
tion mit der 5fachen Menge physiologischer Kochsalzlisung. 
2. Aus Frischorganen durch Zerreiben mit Seesand und Extraktion 
mit der 4fachen Menge physiologischer Kochsalzlésung. 3. Aus 
Frischorganen durch Extraktion mit der 5 fachen Menge Glycerin. 
Die Glycerinausziige wurden nach Klein®) durch Essigsiiurefiillung 
gereinigt. Verwendet wurden verschiedene Organe vom Rind, vom 
Kalb und vom Hund. 

Versuchsansatz. Als Puffer diente fiir Versuche in neutraler 
Lésung m/10-Veronalpuffer nach Michaelis‘), in saurer Lisung 
Acetatpuffer 1-molar, in alkalischer Lésung Boratpuffer 1/10. 

Beispiel: 2,5 ccm einer wiBrigen Lésung von 1 °/, cholesterit- 
phosphorsaurem Cholin + 5 ccm Veronalpuffer p,, = 7,6 + 5 ccm 
Fermentlésung. Gesamtvolumen 12,5 ccm. Versuchstemperatur 37’. 
Versuchsdauer 24 Stunden. 


*) Wir fanden im Gegensatz zu den Angaben von Plimmer und 
Busch‘), da8 das Natriumsalz in Wasser praktisch unléslich ist; eben: 
in organischen Lésungsmitteln. 
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Bestimmung der Enzymwirkung. Die Enzymwirkung wird 


7 gemessen am Zuwachs anorganischen Phosphats. 2,5 ccm des 


Reaktionsgemisches werden mit 2,5 cem 10°/,iger Trichloressig- 


' siure enteiweiBt. Vom Filtrat werden 2 ccm zur colorimetrischen 


p-Bestimmung nach Fiske-Subbarow verwendet. 
Kontrollbestimmungen ohne Substrat werden immer gleich- 
zeitig mit den Hauptversuchen durchgefiihrt. Das Substrat selbst 


| bleibt unter den Versuchsbedingungen auch nach langer Zeit vollig 


ynverindert. Der Phosphatasegehalt der einzelnen Fermentlésungen 
yird an ihrer Wirksamkeit gegen Glycerinphosphat bestimmt. Zu 
den Hauptversuchen werden nur stark wirksame Phosphatase- 
lisungen verwendet. 

Die Gegenwart von Cholin iibte in keinem Falle einen Ein- 


Ergebnisse 


a) Rinderorgane. Verwendet werden Leber, Milz, Niere, 
Darmschleimhaut und Pankreas. Die Versuche werden mit jedem 
Organ bei p,, 5,6, 7,6 und 8,8 durchgefiihrt. Versuchsdauer bis 
zu 48 Stunden. 

Mit keiner der beschriebenen Fermentlésungen wurde unter 
den angegebenen Bedingungen ein Zuwachs an freiem Phosphat 
erzielt. Die Organe vom Kalb waren ebenfalls wirkungslos. 

b) Hundeorgane. Es werden die gleichen Organe verwendet 
wie beim Rind. Die wesentlichen Ergebnisse sind in Tab. 1 
zusammengestellt. 

Tabelle 1 
Py bei allen Spaltversuchen 7,6. Zahlen in Stab 4 bedeuten Zuwachs an 


anorganischem P in Milligramm. 100°/, Spaltung = 0,112 mg P (berechnet 
fir 2 cem Trichloressigsiurefiltrat). Die Fermenteigenspaltung ist bereits 


abgerechnet. 
Itun 
Organ Auszug Zeit 
in mg | in °/, 

Leber, frisch . NaCl 36 0,003 8 
«+ +. |Glycerin, gereinigt 48 0 
Milz, frisch. . .... NaCl 36 0,023 | 20 
» + «+ | Glycerin, gereinigt 48 0,024 | 21 
Niere, frisch . 2... NaCl 36 0 | 0 
Pankreas, frisch. . . . NaCl 36 0 
Darmschleimhaut, frisch NaCl 12 0,012 | 11 
Glycerin, gereinigt 48 0,016 14 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB eine Spaltung der Chole. 
sterinphosphorsaure durch Milz- und Darmschleimhautausziige 
erzielt wird. Leber, Niere und Pankreas sind wirkungslos. 
Spaltung tritt bei ungefaihr neutraler Reaktion ein. Bei saurey 
oder bei stiirker alkalischer Reaktion sind auch Milz und Darp. 
schleimhaut wirkungslos. Bei diesen Versuchen wird regelmiisis 
eine Ausflockung des Substrats beobachtet, wihrend neutral 
Lésungen vollkommen homogen bleiben. Die Art der Ferment. 
bereitung war bei den angegebenen Versuchen von untergeordnete 
Bedeutung. Eine Spaltung iiber 50°/, wurde in keinem Versuch 
erreicht. Es wurde versucht, die Geschwindigkeit der Cholesterin- 
phosphorsiiurespaltung durch Zusiitze zu beschleunigen. — Jiese 
Versuche sind alle bei p,, 7,6 ausgefiihrt. Verwendet wurden 
beispielsweise Mg-Salz, gallensaure und élsaure Salze. Eine ein. 
deutige Erhéhung der Spaltungsgeschwindigkeit wurde nicht ervielt, 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Untersuchung der Wirksamkeit der groBen Bauchorgane 
eines PHanzen- und eines Fleischfressers ergibt, dai Cholesterin- 
phosphorsaure nicht zu den leicht spaltbaren Phosphorsiiureestern 
gehort. Bei Verwendung von Rinderorganen konnte eine Aui- 
spaltung nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden; von den Hunde- 
organen waren nur Darmschleimhaut und Milz, und zwar Jide 
mit geringer Geschwindigkeit, wirksam. Die Phosphorsiiure- 
abspaltung erfolgt nur in der Nihe des Neutralpunktes. Ks ist 
nicht ganz sicher, ob hier das p,,-Optimum der Fermentwirkung 
liegt, denn nach der sauren und in geringerem Mae auch nach 
der alkalischen Seite hin wird das Substrat mit zunehmender 
Leichtigkeit aus seiner kolloidalen Lisung ausgeflockt. Die An- 
wesenheit von Stoffen, die Phosphatase oder Cholesterinesterase 
aktivieren, hat keinen eindeutigen Kinflu8 auf die Spaltung der 
Cholesterinphosphorsiiure. 

Die Ursache fiir die schwere Spaltbarkeit des phosphorsaure! 
Cholesterins legt sicher nicht darin, daB die Substanz in Wasser 
nur in verhiltnismibig grob kolloidale Verteilung gebracht werden 
kann. Wie aus der voraustehenden Abhandlung iiber Cholesterin- 
esterase ersichtlich, lassen sich kolloidal geléste Cholesterin-!'ett- 
siiureester nach Gallensaéurezusatz sehr leicht von Pankreasfermen' 
hydrolysieren. Die kolloidal gelésten Substrate der Lipase sini 
ebenfalls leicht spaltbar. Am Beispiel eines ,,Polydiaminophos- 
phatids“*) hat Rossi®) gezeigt, daB natirlich vorkomment: 
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| Phosphorsiiureester, die in reinem Zustand in Wasser nur kolloidal 
| jjslich sind, auch in solchen Lésungen fermentativ recht gut 
spaltbar sind. Die Frage, ob die Cholesterinphosphorsiure Substrat 
‘einer Cholesterinesterase oder einer gewébhnlichen Phosphatase 
jst, ertibrigt sich angesichts ihrer geringen Angreifbarkeit. Die 
| fermentativen Untersuchungen geben also keinen Anhalt dafiir, 

Cholesterinphosphorsiure physiologisch von Bedeutung ist. 
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Uber die enzymatische Hydrolyse der Cholesterinester. I] 
Von 
Willibald Klein 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Mai 1939) 


Vor einiger Zeit ist iiber Versuche berichtet worden, die die 
enzymatische Spaltbarkeit der Cholesterinester des menscliichen 
Serums zum Gegenstand hatten'). Das wichtigste Ergebnis jener 
Arbeit war die Feststellung, daf aufer einer in neutraler Lisung 
wirksamen Cholesterinesterase auch eine in saurer Lisung wirksame 
Esterase vorkommt. Das Verhalten der sauren Esterase wurde 
dort niher beschrieben. Das Enzym fand sich in einer Reihe you 
Organen, wie Leber, Milz, Niere, Darmschleimhaut, jedoch nicht 
im Pankreas. Andererseits konnte die neutrale Esterase in keinen 
anderen Organ nachgewiesen werden als eben im Pankreas. Aw 
fallend war auch, daB die im Serum vorhandenen Cholesterinester 
wesentlich leichter spaltbar waren als reiner, kolloidal gelister 
Ester. Bei der Weiterfiihrung der Untersuchungen wurde die in 
neutraler Lésung wirksame Cholesterinesterase aus Pankreas 
eingehender gepriift. Die Ergebnisse sind in der vorliegenden 
Abhandlung zusammengestelit. 


Versuchsteil 


]. Verfahren. — Enzym. Rinderpankreas wird in der friiher 
beschriebenen Weise *) getrocknet. Das erhaltene, vom Bindegewebe befreite 
Pulver wird mit Ather im Soxhlet-Apparat erschépfend ausgezogen. Dadureh 
werden die stérenden Lipoide entfernt. Gewinnung der Enzymldésungen 
und Bestimmungsmethode wie in der ersten Arbeit. In Vorversuchen wird 
nachgewiesen, daf das Enzym durch die Atherextraktion nicht geschiidigt wird. 

Substrat. Zu einem Teil der Versuche wird menschliches Serum 
verwendet. Es sind solche Seren ausgesucht, bei denen die Cholesterinester 
gut spaltbar sind. Das ist bei den meisten Seren mit sonst normalem blut- 
befund der Fail. Zu den iibrigen Versuchen dient synthetisch gewonncne! 
kolloidal geléster Cholesterin-Olsiureester. Unter den verschiedenen Methodes 
zur Herstellung kolloidaler Lisungen hat sich am besten bewiihrt das lin: 
gieBen heiBer alkoholischer Esterlésungen in heiBes Wasser und langsames 
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Abdunsten des Alkohols. Derartige milchig tribe Emulsionen scheiden im 
Verlauf von 3—4 Tagen die Substanz zum groBen Teil wieder aus. Zusatz 
gallensaurer Salze erhoht ihre Bestindigkeit. Unter den Versuchsbedingungen 
bei der enzymatischen Spaltung war die Bestiindigkeit in jedem Falle 


qusreichend. 
Der in der ersten Arbeit erwihnte kolloidale Cholesterinester von den 


_ Behring-Werken Marburg ist fiir enzymatische Zwecke ungeeignet. 


2. Die Beeinflussung der Cholesterinesterasewirkung durch 
Zusatzstoife. Nach den Befunden der vorangehenden Arbeit dauert 
es rund 24 Stunden, bis Pankreasferment die Cholesterinester des 
Serums vollstiindig in Cholesterin und Fettsiure zerlegt hat. Die 
Wirksamkeit ist also im Vergleich zu der mancher Lipasen gering. 


Kine besonders aus praktischen Griinden erwiinschte Wirkungs- 


steigerung wurde zuniichst durch die Suche nach aktivierenden 


 Stoffen erstrebt. Die wichtigsten der bisher gepriiften Substanzen 


sind in Tab. 1 angefiihrt. 


Versuchsansatz: 1,0 cem Serum + 0,2 ccm Zusatzlésung + 0,8 cem 


' Pankreasauszug. Versuchstemperatur hier wie spiiter immer 37°. 1 ccm 


Serum enthiilt 1,25 g verestertes Cholesterin. Zahlen in Kolonne 3 bedeuten 


_ das Gewichtsverhiiltnis beim Ausziehen des Pankreaspulvers mit physio- 


logischer Salzlésung; Zahlen in Kolonne 4 den Zuwachs an freiem Chole- 
sterin in 1 eem Substratlésung, ausgedriickt in mg (gilt auch fiir alle 


folgenden Tabellen). 


Tabelle 1 


Aktivierung der Cholesterinesterase 


Zusatzlésung Zeit Pankreas- Spaltung 

unden auszug mg 

Caleiumehlorid . . . . . | 10 8 1:5 0,28 
Natriumtluorid. . . 5 8 1:5 0,36 

Natrium- stearat 5 2 1:50 0,04 
 Natrium-oleat . 5 2 1:50 0,54 
| Natrium-linolat 1:50 0,28 
| Natrium-taurecholat 1 1:50 0,69 
Natrium-glykocholat . 1 i), 1:50 0,73 
Natrium-desoxycholat 1 1:50 0,19 

| Natriumeholat . 1 1:50 1,26 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die Bildung von freiem 


_ Cholesterin sehr erheblich beschleunigt werden kann. Die stiirkste 


| \irkung tbt das Cholat aus. Es ist, wie aus spiiteren Darlegungen 


hervorgeht, die einzige Substanz, die als echter Aktivator der 


I _ 
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Cholesterinesterase anzusehen ist. In der Reihenfolge abnehmen( 
wirksam sind ferner: Die gepaarten Gallensiuren, die Olsiiure 
die Linolsiure, die Desoxycholsiiure. Demnach ist die OH-Grupye 
in 7-Stellung fiir die aktivierende Wirkung der Cholsiure \oy 
hoher Bedeutung. Hervorzuheben ist, daB die Cholesterinesteras: 
auch in neutraler Lésung durch Calciumchlorid gehemmt wird, jy 
Gegensatz zu Lipase. 


3. Versuche mit kolloidal geléstem Cholesterinester. In der 
vorangehenden Arbeit war festgestellt worden, daB kolloidaler 
Kster fiir das Pankreasferment sehr schwer angreifbar ist. Die 
hohe Wirksamkeit des Fermentes nach Aktivierung machte eine 
Nachpriifung jener Versuche notwendig. Die bei den Serumestern 
wirksamen Stotfe wurden also nun in Gegenwart von kolloidalen 
Cholesterin-Olsiureester gepriift. Das Ergebnis ist aus Tabelle 2 
ersichtlich. 

Versuchsansatz: 1,0 cem Esterlésung + 0,2 cem Zusatzlésung + 0,8 cen 
Pankreasauszug, 1:50. 1 cem Esterlésung enthiilt 1,80 mg verestertes Chole. 
sterin. Die Gehaltsbestimmung der kolloidalen Lésung wird immer kurz yor 


Beginn der Spaltversuche durchgefiihrt. Pankreasauszug 1:50; fiir den 
Versuch ohne Zusatz 1:5. Versuchsdauer 2 Stunden. 


Tabelle 2 
Spaltbarkeit von reinem Cholesterinester 
Spaltung 

Zusatzlosung P mg 8 
0,00 
Tempocholat. ....... 2 1,18 
2 0,11 
Cholesterin . ...... 0,1 


Kolloidal geléster Cholesterinester ist also spaltbar, weuu 
gallensaure Salze zugegen sind. Es fillt auf, daB die ungesittigten 
Fettsiiuren fast unwirksam sind, wihrend sie die Spaltung der 
Serumester stark beschleunigen. Der Zusatz von kolloidal geléstem 
Cholesterin in Mengen, die etwa bei den gewohnlichen Spaltversuchet 
auftreten kiénnen, hat auf die Geschwindigkeit der Hydrolyse 
keine Einwirkung. Die Spaltbarkeit von kolloidalem Ester gibt 
die Méglichkeit, die weiteren Untersuchungen unter Ausschaltung 
stérender Serumbestandteile durchzufihren. 


Kur 


+0, 


1,0¢ 
Phos 


1,0 
Was 


kollo 
in 
wiih 


der I 


kong 
hess 
ist | 
gesc 
Real 
bis 

um 

ist 


hing 


271 
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4. Der zeitliche Verlauf der Cholesterinesterasewirkung. — 


Men¢ 

= Kurve 1: Substrat Serum, Aktivator Cholat. Versuchsansatz: 1,0 cem Serum 

40,2 cem Cholat 4°/) + 0,4 ccm Enzymlosung + 0,4 ccm Waser. 

UPpe Kurve 2: Substrat kolloidaler Ester, Aktivator Cholat. Versuchsansatz: 
‘On 1,0 ccm Esterlésung + 0,2 ccm Cholat 4°/, + 0,4 cem Enzymlésung + 0,2 cem 

erase Phosphatpuffer m/5, py = 7,3 + 0,2 cem Wasser. 


im 


der 


laler 
Die 


Kurve 8: Substrat Seren, Aktivator Taurocholat. Versuchsansatz: 
1.0 cem Serum + 0,2 ecm Taurocholat 2°/, + 0,4 cem Enzymliésung + 0,4 cem 
Wasser. 

1 cem Serum (Substrat fiir Kurve 1 und 3) enthilt 1,30 mg, 1 cem 
kolloidaler Ester 1,22 mg gebundenes Cholesterin. Pankreasauszug hier und 
in allen folgenden Versuchen 1:50. Bei Kurve 2 verschiebt sich das py; 
wibrend des Versuches nach der sauren Seite bis py, 6,8. Auf den Verlauf 


— i der Kurve iibt diese Veriinderung keinen nennenswerten Einfluf aus. 
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Minuten 


Der Vergleich von Kurve 1 und 2 lehrt, daB bei einer Cholat- 
konzentration von 0,4°/, die Spaltbarkeit der Serumester wesentlich 
besser ist als die des kolloidalen Esters. Der Ablauf der Spaltung 


ten fF ist bei 1 etwa proportional der Zeit, bei 2 nach hoher Anfangs- 
der geschwindigkeit stetig verlangsamt. Ganz anders verliuft die 


Reaktion in Gegenwart von Taurocholat. Die Hydrolyse schreitet 
bis in das erste Viertel der zweiten Stunde sehr langsam fort, 
um dann fast sprunghaft anzusteigen. Schon nach 17/, Stunden 
ist praktisch vollstiindige Spaltung eingetreten. 

5. Der Einflu8 der Cholatkonzentration. In ‘l'ab. 3 ist die Ab- 
hingigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Cholatkonzen- 
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tration aufgezeigt. Serumester und kolloidaler Ester verhalie, 
sich verschieden. 


a) Serumester. Versuchsansatz: 1,0 cem Serum + 0,2 cem Chola, 
+ 0,4 cem Enzymlésung + 0,4 cem Wasser. Versuchszeit 10 Minuten. { ¢¢y) 
Serum enthilt 2,06 mg verestertes Cholesterin. 

b) Kolloidaler Ester. Versuchsansatz: 1,0 cem kolloidale Lisuny 
+ 0,2 cem Phosphatpuffer m/5, py 7,38 + 0,2 cem Cholat + 0,4 cem Enzy». 
lésung + 0,2 cem Wasser. Versuchszeit 10 Minuten. 1 cem Substratlisuy, 
enthilt 1,90 mg verestertes Cholesterin. : 

Die in der Tab. 3 angegebenen Cholatkonzentrationen beziehen sic} 
auf den ganzen Versuchsansatz. 


Tabelle 3 
a) Serumester b) Kolloidaler Ester 
Cholatkonzentration Spaltung Cholatkonzentration Spaltung 

mg “lo mg 
0,00 0,00 0,0 0,00 
0,025 0,12 0,1 0,23 
0,050 0,26 0,2 0,45 
0,10 0,52 0,4 0,51 
0,20 0,98 0,8 0,76 
0,40 1,27 1,6 1,29 
0,60 1,21 3,2 1,70 
6,4 1,25 


Die Geschwindigkeit der Cholesterinesterasewirkung ist stark 
abhingig von der Cholatkonzentration. Sie ist bei Verwendung 
von Serumester in einem weiten Bereich der Cholatkonzentration 
direkt proportional. Optimum 0,4°/, Cholat. Bei kolloidalem 
Kster liegt das Wirkungsoptimum wesentlich héher, niimlich bei 
ungefiihr 3°/,. Hier ist der Anstieg nicht gleichmaBig, sondem 
zeigt eine Stufe bei etwa 0,4°/,, also dort, wo bei Serumester 
das Maximum bereits erreicht ist. Wie die Tab. 4 zeigt, wir 
kolloidaler Ester bei optimaler Cholatkonzentration noch sclineller 
cespalten als Serumester, so dafi man annehmen muB, dab durel 
die Begleitstoffe des Serums eine gewisse Hemmung ausgeiibt wird 
Jedoch ist ein exakter Geschwindigkeitsvergleich vorliutig nicht 
méglich, denn die Spaltungsgeschwindigkeit ist bei verschiedeuet 
Seren verschieden groB. Dasselbe gilt aber auch von den kolloidalet 
Ksterlésungen. Hier spielt der Verteilungsgrad des Esters 1 
Wasser eine groBe Rolle, und dieser hiingt stark von den Hier 
stellungsbedingungen der Lésung sowie von deren Alter ab. 

6. Cholesterinesterasegehalt verschiedener Rinderorgane. (le! 
vorangehenden Arbeit ist festgestellt werden, daB von einer Reile 
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yon Organen nur das Pankreas die Cholesterinester in neutraler 
' Lisung zu spalten vermag. Diese Versuche bedurften der Be- 
 stitigang nach Aktivierung mit cholsaurem Natrium. 


- Mere wirkungslos. Bei Milz tritt ein sehr geringer Zuwachs an 
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Versuchsansatz: 1,0 cem kolloidaler Ester + 0,2 cem Cholat 32°, + 0,8 eem 
Enzymlésung, 1:50. 1 cem Esterlésung enthilt 2,10 mg gebundenes Chole- 
sterin. Organpulver und Enzymldésungen sind hergestellt wie bei Pankreas. 


Tabelle 4 

Ovgen Zeit Spaltung 

in Stunden in mg 
12 0,00 
12 0,00 
Darmschleimhaut. . . 0,13 
Darmsechleimhaut. . . 12 0,86 
2,04 


Auch nach optimaler Aktivierung mit Cholat sind Leber und 


freiem Cholesterin ein. Nur Darmschleimhaut zeigt eindeutig 
hydrolysierende Wirkung. Sie ist aber im Vergleich zu der des 
Pankreas tiuBerst gering. Dasselbe Ergebnis zeigen die Versuche 
mit Serumestern als Substrat und solche mit Taurocholat als 
Aktivator. 

7. Reinigung der Cholesterinesterase. Ks wurden zahlreiche 
Versuche unternommen, das hochwirksame und anscheinend fir 
Pankreas spezifische Ferment von unwirksamen Begleitstoffen zu 
reinigen. Dieses Ziel wurde bis zu einem gewissen Grade erreicht. 
Leider hat es sich gezeigt, daB das Ferment hochempfindlich ist 
und dadurch einer Isolierung schon frihzeitig Grenzen setzt. Von 
den angestellten Versuchen werden die wichtigsten mitgeteilt. 


Troeckengewichtsbestimmung. 5 ccm Pankreasauszug 1:50 werden 
durch Dialyse gegen destilliertes Wasser von Salzen usw. befreit, dann 
eingedampft, getrocknet und gewogen. Trockenriickstand 7,8 mg. Da im 
Versuchsansatz 0,4 cem Enzymlésung angewendet werden, geniigen also 


 etwa 0,6 mg Rohenzym, um in wenigen Minuten 1—2 mg Cholesterin aus 


dem Ester in Freiheit zu setzen. 


Dialyse. 3 ccm Pankreasauszug 1:50 werden 2 Tage gegen 
Brunnenwasser dialysiert. Das dialysierte Enzym ist wirkungslos. 
Die Kontrolle, also ein 2 Tage bei gleicher Temperatur stehender 
Teil des Fermentes, hat seine volle Wirksamkeit behalten. Dieses 
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Ergebnis legte zunichst die Vermutung nahe, daB an der Chole. 
cc 
F schla 


sterinesterspaltung noch ein weiterer durch das Kollodium dj. 
fundierender Stoff beteiligt sei. 

Ultrafiltration. 5ccm Enzymlésung werden durch eine Kollodiyy. 
membran ultrafiltriert. Der Spaltversuch mit Dialysat wird nun nach Zug}, 
von Ultrafiltrat wiederholt. Versuchsansatz: 1,0 cem kolloidaler Ester + 1,0 cy 
Ultrafiltrat + 0,8 eem Dialysat + 0,2 cem Cholat 32°/,ig. Dauer 80 Minuten, 
Es tritt keine Spaltung ein. 

Die Inaktivierung bei der Dialyse beruht also nicht auf dey 
Fehlen eines ultrafiltrierbaren Stoffes, sondern auf einer irreversible 
Zerstérung des Enzyms, wahrscheinlich durch Verinderung jx 
kolloidalen Aufbau. 

Adsorptionsmethoden. Eine Wirkungssteigerung wird 
durch Adsorption an Tonerde und Elution mit Phosphat erziel, 
Die giinstigsten Versuchsbedingungen sind folgende: 

5 ccm Pankreasauszug 1:50 werden mit 2,4 ccm Acetatputler 
1-molar, p,, = 5,9 und 3,6 ccm Wasser und mit 0,4 ccm Tonerde(, 
(1 com = 13 mg) versetzt, 3 Minuten geschiittelt und zentrifugier, 
Das Adsorbat enthalt neben viel Ballaststoffen nur einen sehr 
kleinen Teil des Enzyms und wird verworfen. Die Restlisung 
wird mit 1,6 ccm Tonerde nochmals in gleicher Weise behandelt, 
wobei die Hauptmenge des Enzyms in den Niederschlag geht. 
Dieser wird mit 5 com Wasser gewaschen und dann mit 5 cen 
Phosphatpuffer m/5, p,, = 6,64 behandelt. Das Ferment geht 
groéBtenteils in die Restldsung iiber. 


Spaltversuch: 1,0 com Serum (enthalt 2,25 mg Chol.-Kster 
+ 0,2 com Cholat 4°/, + 0,4 ccm Eluat + 0,4 com Wasser. Zeit: 


10 Minuten. 


Spaltung: 1,29 mg Cholesterin. Der gleiche Versuch mit Kol- 


ferment: 1,45 mg Cholesterin. 

Trockengewicht. 5 ccm des Eluats werden 2 Tage dure 
Kollodium gegen destilliertes Wasser dialysiert, eingedampft, ge- 
trocknet und gewogen. 

Riickstand: 2,8 mg. Gewichtsabnahme also auf rund !,, de: 
Ausgangsgewichts. 

Fermentalterung. Die Pankreasrohausziige behalten 
Stehen im Eisschrank ihre Wirksamkeit etwa 3 Tage lang w- 
vermindert bei. In dieser Zeit fillt eine betrichtliche Menge w- 
wirksamer Begleitstoffe aus. Die wie oben durchgefiihrte Trocke- 
gewichtsbestimmung von 5 ccm Enzymlésung ergibt 3,7 mg. 


gewa 


liche 


bei 


von 


| 
extra 
zurii 
Filtr 
F Also 


der | 


erzie 


| tratio 


a 


| Ester 
| lésun, 


bel a 


metr 
dicat 


a 
7 


Chole. 


m dit. 


lodiun. 
 Zusaty 
1,0 cen 
linuten, 


if dem 
‘sibley 
ng im 

wird 
Tzielt, 


putter 
le Cy 
giert, 

sehr 
(sug 
ndelt, 
geht, 
ccm 
geht 


ster) 
Zeit: 


Rol 


lurch 


des 


bein 


ken- 


Uber die enzymatische Hydrolyse der Cholesterinester. II 975 


Acetonfallung. 5 ccm Pankreasauszug 1:50 werden mit 


/5cem Aceton versetzt, geschiittelt und zentrifugiert. Der Nieder- 
‘schlag wird 1mal mit Aceton und noch 2mal mit Ather nach- 
gewaschen. Trockengewicht 31 mg, d.h. rund des urspriing- 
lichen Organtrockenpulvers. 


2,4 mg Acetontrockenpulver werden mit 4 ccm Wasser !/, Stunde 


| bei 37° suspendiert. 0,4 ccm der gebildeten Suspension werden 
‘2m Spaltversuch verwendet. Versuchsansatz und Zeit wie bei 
FEluat. Spaltung: 1,47 mg. Derselbe Versuch mit 0,4 cem Filtrat 
‘yon der Suspension ergibt eine Spaltung von 1,43 mg Ch. 


Aus 50°/,igem Aceton fillt also das ganze Ferment aus. 


sich aus dem getrockneten Niederschlag mit Wasser leicht 
fextrahieren, wobei ein weiterer Teil der Begleitstoffe ungelést 
Fzuriickbleibt. Die Trockengewichtsbestimmung von 5 ccm des 
Filtrats ergibt nach Dialyse gegen destilliertes Wasser: 1,2 mg. 
Also Reinigung gegeniiber dem Pankreasrohauszug um das 6- 
7fache. 


Kine weitere Reinigung des Knzyms, die in einer Kombination 


der bisher angewandten Methoden versucht wurde, ist bisher nicht 
erzielt worden. 


8. Die Abhangigkeit der Cholesterinesterase von der H -Konzen- 


tration. 


Tabelle 5 


a) Versuch mit Enzymrohlésung. Ansatz: 1,0 ccm kolloidaler 


; Ester + 0,2 cem Cholat 32°/, + 0,2 cem Phosphatpuffer m/1 + 0,4 cem Enzym- 
_ lisung + 0,2 cem H,O (bzw. HCl oder NaOH zur Einstellung des py). 


b) Versuch mit Eluat (vgl. voriges Kapitel): Ansatz wie bei a). Zeit 


_ bei a) und b) 10 Minuten. 1cem Esterlésung enthilt 2,10 mg Ch. 


a) Enzymrohlésung b) Eluat 

Pir Spaltung mg Pu Spaltung mg 
9,20 1,35 8,67 1,28 

8,70 1,60 7,38 1,18 

7,40 1,63 6,46 1,02 
6,30 1,70 6,10 0,11 

6,00 1,29 5,65 0,00 
5,60 0,66 


Die Bestimmung des p,, erfolgte im sauren Bereich elektro- 


| netrisch (Chinhydronelektrode), im alkalischen mit Hilfe von In- 
icatoren. Die Séurebildung wihrend der Enzymeinwirkung ist 


276 Willibald Klein, 


so erheblich, daB zur Aufrechterhaltung des p,, die Konzentratio, : 


des Phosphatpuffers in der Versuchslésung mindestens m/10 sei, 
muB. Da die Spaltungsgeschwindigkeit sehr groB ist, kann may 
bei ungentigender Pufferung und Indicatorzusatz die p,-Ver. 
schiebung unmittelbar beobachten. 


Aus Tab. 5 geht hervor, dai die Cholesterinesterase ein aus. 
gesprochenes p,-Optimum nicht besitzt. Kine fast gleiclimiitig 
gute Wirksamkeit besteht zwischen p,, 6,3 und p,, 8,7. Auterhal) 
dieses Bereiches fillt die besonders 
schnell nach der sauren Seite. Die Ursache des Midiadenis auf 
der sauren Seite ist z.T. der Ubergang von Cholat in die freie 
Siure, die schwer léslich und daher unwirksam ist, aulerdey 
aber auch die Ausflockung des kolloidalen Esters durch H-lonen, 
Da letztere um so schneller erfolgt, je reiner die Loésung ist, 
priigt sich die Abnahme der Enzymwirkung im sauren Gebiet bei 
Verwendung von Eluat besonders deutlich aus. Sonst bietet das 
Eluat gegeniiber dem Rohenzym keine Besonderheiten. 

Wegen der bereits erwihnten durch die Besonderheit des 
Substrats bedingten experimentellen Schwierigkeiten ist die Au- 
stellung genauer Zahlenwerte auch hier nicht méglich gewesen, 
Die Zahlen der Tab. 5 sind Mittelwerte aus mehreren Versuchs- 
reihen. 

Nach Erforschung der wesentlichsten die Cholesterinesterase 
beeinflussenden Faktoren hat sich folgende Regelbestimmung as 
zweckmiibig erwiesen: 


Bestimmungsansatz: 1,0 ccm kolloidale Esterlésung, enthaltend 


1—2 mg gebundenes Cholesterin + 0,2 ccm Natriumcholat 32°/, + 0,4 cen 


Pankreasauszug 1:50 + 0,4 cem Phosphatpuffer m/2, pg = 7,38.  Gesamt- 


volumen 2cem. Spaltungszeit 5 Minuten. Der Phosphatpuffer kanu wez f 


gelassen werden. 


Ansatz bei Verwendung von Serum: 1,0 cem Serum + 0,2 cem Cholat 
32°), + 0,4 cem Pankreasauszug 1:50 + 0,4 eem H,0. 


9. Versuche einer fermentativen Cholesterinestersynthese. 1°) f 


hat Nedwedski’) iiber eine fermentative Cholesterinestersyntles 
berichtet. Angeblich konnte er bis zu 90°/, des angewanitet 
Cholesterins als Fettsiureester wiedergewinnen. Die Versuch 
bedingungen zu dieser Synthese sind den in der vorliegende! 
Arbeit gefundenen optimalen Spaltungsbedingungen fiir Cholester" 
ester bis auf die Konzentration der Reaktionsteilnehmer sel! 
tihnlich. Um den Sachverhalt zu kliren, wurden die Versuch 
von Nedwedski nachgepriift. Die Nachpriifung vollzog sich 
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eiymal genau nach den Angaben von Nedwedski, auferdem wurden 
Versuche ansgefiihrt, bei denen statt Schweinepankreas Rinder- 
pankreas angewendet und solche bei denen das Ferment wie hier 
ablich bereitet wurde. Auch wurde die Synthese in saurer, neu- 
traler und in alkalischer Lésung und bei verschiedenen Cholat- 
konzentrationen versucht. Als Fettsiure wurde nur die Olsiure 


' verwendet. Die Versuchsdauer schwankte von 2 bis zu 8 Tagen. 


Alle Versuche hatten folgendes iibereinstimmende Ergebnis: An 


' yeiner krystallisierter Substanz wurde nur freies Cholesterin isoliert. 


Die Menge des wiedergewonnenen Cholesterins betrug in jedem Falle 
iiber 50°), der Ausgangsmenge. Da Cholesterinester aus Alkohol 


_ schon bei viel geringeren Konzentrationen auskrystallisieren als 


freies Cholesterin, so sind in den angestellten Versuchen, wenn 
iiberhaupt, dann nur sehr geringe Mengen davon entstanden. 


Versuchsbeispiel: 100 mg Cholesterin werden wie iiblich in kolloidale 
Lisung gebracht und dann mit einer Lésung von 100 mg Natriumoleat und 
mit 10 cem 32°/, Cholat erwirmt, bis die Lésung praktisch klar ist. Dann 


_ Zusatz von 10 cem Phosphatpuffer m/5, py = 7,16 und 40 cem Auszug aus 


Pankreaspulver 1:50. Gesamtvolumen 100 ccm. 2 Tage bei 37°. Die 
Mischung bleibt dabei klar. 


10. Lipasegehalt des beschriebenen Cholesterinesterasepraparates. 
Zu Beantwortung der Frage, ob die Cholesterinesterase ein selb- 
stiindiges Ferment sei, wurde ihre Wirksamkeit auf Tributyrin 
untersucht. 

Versuchsansatz: a) ohne Cholatzusatz: 70 ccm ‘Tributyrin- Emulsion 


+ 20 ccm Pankreasrohauszug + 2 ccm Phosphatpuffer m/1,py = 8,67 + 8 ecm 
Wasser. 


b) Mit Cholatzusatz: 70 cem Tributyrin-Emulsion + 20 ccm Pankreas- 
rohauszug + 5 eem Cholat 82°/, + 2 cem Phosphatpuffer m/1, py = 8,67 
+3cem Wasser. 

bestimmt wird der Verbrauch von 10 ccm Versuchslésung an n/20-alko- 
holischer KOH. a) zeigt nach '/,stiindigem Stehen bei 37° einen Mehr- 


verbrauch von 1,6 cem KOH, nach 1 Stunde von 2,65 cem, nach 8 Stunden 
von 4,10 eem. 


b) nach 1/, Stunde einen Mehrverbrauch von 1,80 ceem KOH, nach 
I Stunde von 2,90 cem, nach 8 Stunden von 4,25 cem. 


Der Pankreasrohauszug enthilt also eine kriiftige Lipase. 


Diese ist im Gegensatz zur Cholesterinesterase durch cholsaures 
_ Natrium nicht aktivierbar. Die nach Kap. 7 gereinigten Ausziige 
_cnthalten ebenfalls Lipase. Die Beziehungen zwischen Chole- 
_ Sterinesterase und Lipase werden im niichsten Abschnitt niiher 


erortert, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 259 19 
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Besprechung der Ergebnisse 


Sperry‘) hatte gezeigt, daB die in isoliertem menschlichey, 
Serum stattfindende Cholesterinestersynthese ein enzymatische 
Vorgang ist und durch Gallensiiuren weitgehend gehemmt wird 
In der vorliegenden Arbeit wird erstmals nachgewiesen, da das 
in neutraler Lésung wirksame cholesterinesterspaltende Enzyy 
des Pankreas durch Gallensdiuren aktiviert wird. Die Spaltung 
der Cholesterinester des Serums durch Pankreasenzym wird dure} 
Gallensiuren um das Mehrhundertfache beschleunigt. Man gehi 
wohl nicht fehl mit der Annahme, daB die Gallensiuren jy) 
lebenden Organismus dazu beitragen, das zwischen freiem und 
verestertem Cholesterin bestehende Gleichgewicht aufrecht 1 
halten, bzw. bei Bedarf oder in krankhaften Fallen zugunsten 
des freien Cholesterins zu verschieben. Das Verhalten der Gallen- 
siuren bietet eine einleuchtende Erklirung fir das Zustande- 
kommen der relativen Verminderung der Cholesterinester bei 
vielen Fiillen von Ikterus. 

Reiner kolloidal geléster Cholesterin-Olsiureester wird ers 
nach Gallensiurezusatz fiir das Pankreasenzym angreifbar. Dieses 
Ergebnis bestitigt und ergiinzt die Befunde der vorangehenden 
Arbeit. Die Verwendbarkeit reiner Cholesterinesterlésungen au 
Stelle von Serum erméglicht nunmehr eine genauere Beschreibung 
der Wirkungsweise der Cholesterinesterase. Der Stearinsiure- 
ester ist im Gegensatz zum Olsiiureester fermentativ nicht spaltbar. 


Aus Tab. 1 geht hervor, daB cholsaures Natrium erheblich 
stirker aktiviert als die Salze der gepaarten Gallensauren. Der 
Unterschied beruht aber in erster Linie nicht auf der Stiirke, 
sondern auf der Art der Wirkung. Das geht aus dem Vergleich 
des zeitlichen Ablaufs der Cholesterinesterspaltung hervor. [1 
Gegenwart von Cholat ist bereits zu Anfang die Spaltungs- 
geschwindigkeit maximal. In Gegenwart von Taurocholat ist eine 
auffallend lange Latenzzeit zu beobachten, wihrend der nur wenlg 
freies Cholesterin nachweisbar wird. Dann aber steigt die Ge- 
schwindigkeit schnell an und die Reaktion liuft weiter, wie wenl 
Cholat zugesetzt wire. Die nichstliegende Erklarung fiir diesen 
Vorgang ist die Annahme, daf der durch die Bestimmung nicht 
erfaBbare ProzeB in der Latenzzeit in einer fermentativen Hydro- 
lyse der gepaarten Gallensiuren besteht. 

Kine Besonderheit zeigt auch die Olsiiure. Sie beschleunigt 
ganz erheblich die Spaltung der Cholesterinester des Serums. 
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| wibrend sie reinem kollodialem Ester gegeniiber praktisch wirkungs- 


los ist. 
Im Schrifttum ist wiederholt iiber Versuche berichtet worden, 


ie das Vorkommen der ,,neutralen Cholesterinesterase* auch in 


andereren Organen auBer Pankreas zu beweisen schienen®), Dem 


| widersprachen die Befunde unserer ersten Arbeit. Von uns konnte 
' das Ferment nur im Pankreas nachgewiesen werden, nicht aber 
' in Leber, Milz, Niere, Darmschleimhaut. Diese Verteilung fand 
- sich iibereinstimmend beim Rind, beim Hund und beim Menschen ‘). 
- Da nach optimaler Aktivierung mit Cholat noch geringste Mengen 
_ des Fermentes nachweisbar sind, war die Kntscheidung nunmehr 
| leicht und sicher zu fillen. Wie Tab. 4 zeigt, konnten die fritheren 
| Ergebnisse vollkommen bestitigt werden. Die geringe Wirksam- 
| keit der Darmschleimhaut ist wahrscheinlich durch Beimengungen 
yon Pankreassaft verursacht. 


Die neutrale Cholesterinesterase ist also ein fiir das Pankreas 


 spezifisches Ferment. Wir betrachten es, wie bereits an anderer 
| Stelle erwithnt®), als Verdauungsferment, das mit dem Pankreas- 
'saft in den Darm gelangt. Da bei einem Nahrungsreiz gleich- 
 veitig Galle in den Darm ausgeschieden wird, sind alle Bedingungen 


fir eine Cholesterinesterspaltung im Duodenum erfiillt. Dies 
wurde auch durch einen Versuch bestitigt: Menschlicher Duodenal- 
satt war gegeniiber kolloidalem Ester wirkungslos. Nach 
bringen von Magnesiumsulfat trat zusammen mit Blasengalle auch 
Pankreassaft in den Darm iiber. Durch diesen Mischsaft wurde 
kolloidaler Ester gespalten. Daf Cholesterinesterase in der Gallen- 
ltissigkeit vorkommt, wie Riegel, Ravdin und Rose‘) gefunden 
iw haben glauben, ist unwahrscheinlich. Die Wirksamkeit des 


_ Fistelsaftes ist durch Beimengung geringer Mengen Pankreassaft 


erkliirbar, Der endgiiltige Beweis der alleinigen Pankreaswirkung 
ist_ erst nach Untersuchung von reinem Pankreasfistelsaft und 


yon reiner Blasengalle zu erbringen. 


Die Reinigung des bereits in Pankreasrohausziigen hochwirk- 


sauien Hermentes beansprucht besonderes Interesse. Im Versuchs- 
teil wurde mitgeteilt, daB® bis jetzt eine Anreicherung auf das 
\—Tfache erzielt ist. Weitere Fortschritte sind durch die Un- 
bestiindigkeit des Fermentes erschwert. Schon durch Dialyse 
wird es irreversibel zerstért. Leider sind damit auch die Aus- 
sichten, einen derartigen Stoff chemisch zu erfassen, recht gering. 


Die cholesterinesterspaltenden Pankreasrohausziige spalten 


F auch Tributyrin mit erheblicher Geschwindigkeit. Eine voll- 


19* 
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kommene Trennung von Cholesterinesterase und Lipase wurde })js. 
her noch nicht durchgefihrt. Ks ist daher auch noch nicht bewiesey, 
da8 tatsichlich 2 Fermente vorliegen. Zwei wichtige Griind 
sprechen dafir: 1. Im Gegensatz zu Cholesterinester wird ‘lr. 
butyrin schon ohne Cholatzusatz durch Rinderpankreas gespaltey, 
Cholatzusatz beschleunigt die Spaltung iiberhaupt nicht. — 
2. Die neutrale Cholesterinesterase wurde nur im Pankreas ge. 
funden. Die in neutraler bis alkalischer Lésung wirksame Lipase 
kommt in einer Reihe von Organen vor. 


Kin cholesterinesterbildendes Ferment ist mit Sicherheit bis. 
her nur in Serum nachgewiesen (vgl. weiter oben). Dab dic 
Sholesterinesterase des Pankreas unter geeigneten Konzentrations- 
bedingungen auch synthetisierend wirkt, ist nach unsern bisherigen 
Erfahrungen nicht wahrscheinlich. Nedwedski') glaubt alle- 
dings, mit Pankreasferment Cholesterinester aus Cholesterin uni 
Fettsiiure erhalten zu haben und zwar nur in Gegenwart vou 
Gallensiuren! Wir konnten seine Versuche nicht bestiitigen, 
Obwohl die Versuchsbedingungen auch mehrfach gewechselt wurden, 
lieB sich stets nur freies Cholesterin isolieren. In gleichem Sinne 
spricht der Befund, da8 in Gegenwart von iiberschiissigem Natrium- 
oleat und von Cholesterin ebenfalls vollkommene Esterspaltung 
erfolgt. Auch Sperry*) fand, die Gallensiuren nur in Ricb- 
tung der Esterspaltung wirken. Er konnte durch Zusatz you 
gepaarten Gallenséiuren zu Hundeserum die spontan verlaufende 
Kstersynthese in eine Esterspaltung umwandeln. 


Der KinfluB der Gallensiiuren auf den zeitlichen Ablau! der 
Cholesterinesterspaltung scheint dafiir zu sprechen, da nur die 
Cholsiure selbst in die Fermentreaktion eingreift. Demnaci 
wiirde Pankreas ein Ferment enthalten, das unter physiologischen 
Bedingungen die gepaarten Gallensiiuren hydrolysiert, dadurch dic 
geeignete Aktivatorkonzentration herstellt und so die Spaltunys- 
geschwindigkeit reguliert. 


Die hervorragende Bedeutung des Pankreas fiir die fermet- 
tative Spaltung der Cholesterinester in neutraler und in alkaliscle 
Lésung ist durch die Ergebnisse dieser Arbeit sichergestellt. [er 
wichtigste Ort fiir die Cholesterinestersynthese ist nach Sper!) 
das Blut. Bei riickbildenden Vorgiingen, die das Auftreten saure! 
Reaktion hervorrufen, ist, wie friiher festgestellt, eine wen! 
auch langsame Hydrolyse der Cholesterinester in vielen Organen 
méglich. 
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Zusammenfassung 


WiBrige Ausziige aus Rinderpankreas spalten in neutraler 
Lisung die Cholesterinester des Serums langsam in Cholesterin 
und Fettsiure. Die Spaltung wird durch die Salze der Gallen- 
siuren auBerordentlich beschleunigt. Kolloidal geléster Ester ist 
nur in Gegenwart von Gallensiuren spaltbar. Am_ stirksten 
aktivieren cholsaure Salze. Ausziige aus Leber, Niere, Milz sind 
auch nach Cholatzusatz nicht, solche aus Darmschleimhaut wenig 
wirksam. Die neutrale Cholesterinesterase ist also ein spezifisches 
Pankreasferment. Seine p,,-Abhingigkeit ist im Bereich von 
p, = 6,3 bis p,, = 8,7 gering. Es wurde eine Anreicherung des 
Fermentes auf das 6- bis Tfache erzielt. 

Friulein B. Hensay leistete bei der Ausfithrung der Ver- 
suche wertvolle Hilfe. 
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